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AVANT-PROPOS 



AVANT-PROPOS 

Les mucines sont une famille de macromolécules caractérisées par une haute densité en 

chalnes 0-glycanniques et un poids moléculaire élevé. Elles recouvrent la surface des cellules 

épithéliales au niveau de nombreux tissus : l'oeil, les glandes salivaires, la glande mammaire, le 

nasopharynx, l'arbre trachéobronchique, le tractus gastro-intestinal, la vésicule biliaire, le 

pancréas, le rein, l'utérus, l'ovaire, le testicule, la prostate. Les mucines élaborées dans tous ces 

tissus, et à l'intérieur d'un même tissu sont complexes et hétérogènes au plan structural et 

antigénique. Actuellement, grâce aux connaissances acquises r6cemment par la biologie 

moléculaire, la classification de ces molécules prend en considération deux types de 

biosynthèse : 

- des glycoprotéines incluses dans l'architecture membranaire, appelées aussi 

glycoprotéines "mucin-like", 

- des glycoprotéines sécrétées à la surface épithéliale et responsables de la formation 

du mucus. 

Les glycoprotéines "mucin-like" ont été étudiées principalement dans la glande 

mammaire, l'ovaire, le pancréas, et dans des lignées tumorales établies à partir de ces tissus. 

Les mucines sécrétées ont fait l'objet de nombreuses études biochimiques, dans les 

mucus respiratoire et digestif 

Le mucus est une sécrétion douée de propriétés rhéologiques (viscosité, élasticité, 

fluidité, filance, adhésivité). II assume de nombreuses fonctions essentielles à la vie dont la 

finalité est de créer une interface entre le milieu extérieur et les épithelia soumis à de multiples 

agressions potentielles. 

Les mucmes coexistent au sem du mucus sous la forme d'une population très 

hétérogène de molécules que l'on peut grossièrement classer en mucines neutres 

(fucomucines), mucines acides (sialomucines), et mucines très acides (sulfomucines). Chaque 

muqueuse élabore une sécrétion où se définit un équilibre qualitatif et quantitatif de ces trois 

catégories de mucines. Dans de nombreuses pathologies, observées en pneumologie 

(mucoviscidose, bronchite chronique, asthme), en gastro-entérologie (cancer du côlon, ulcère 

gastrique, ulcère duodénal, maladies inflammatoires du tube digestif), en gynécologie (stérilité, 
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cancer), et en cancérologie (cancers épithéliaux), cet équilibre est rompu et s'accompagne 

d'altérations de la muqueuse. 

Qu'il s'agisse de glycoprotéines "mucin-like" ou de mucmes sécrétées, ces 

macromolécules ont suscité des développements de recherches dans le cadre cancérologique. 

La caractérisation physico-chimique de certaines de ces molécules, la définition d'épitopes 

surexprimés ou démasqués au cours de la cancérisation ont suscité la préparation de très 

nombreux anticorps monoclonaux. On peut espérer de ces outils qu'ils seront utiles à la 

détection précoce de tumeurs mucisécrétantes, à l'estimation de l'étendue de ces tumeurs, de 

leur degré de dysplasie, et de leur capacité métastatique. En dehors de ce contexte médical 

appliqué, l'étude fondamentale de la biosynthèse de macromolécules aussi complexes que les 

mucines revêt un intérêt scientifique certain. 

Jusqu'en 1989, les connaissances structurales concernaient essentiellement les chaînes 

oligosaccharidiques auxquelles était attribuée l'extrême hétérogénéité des mucines. Depuis, 

l'apport des techniques de biologie moléculaire a permis, grâce à l'obtention de sondes 

d'ADNe partiels, une meilleure connaissance de l'axe peptidique et a démontré un deuxième 

niveau d'hétérogénéité cette fois-ci peptidique, associé à une hétérogénéité génique. 

Sept gènes portant le sigle MUC dans la nomenclature du HGM (Human Gene 

Mapping) ont déjà pu être identifiés, mais, mis à part MUCI, la plupart ne sont pas encore 

caractérisés ou ne le sont que partiellement. Quatre d'entre eux sont localisés sur le 

chromosome Il dans la région p 15.5 : MUC2 et très récemment MUC6 ont été découverts 

par l'équipe de Y. KIM et J. GUM (San Francisco), MUC5B et MUC5AC ont été identifiés 

par notre groupe. C'est dans ce contexte que s'est situé mon travail de thèse dont l'objectif 

était d'établir les rapports de proximité de ces gènes par mégacartographie et d'aborder l'étude 

de l'organisation génomique de MUC5B et MUC5AC grâce aux techniques de marche sur le 

chromosome. 
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INTRODUCTION 

La thématique de notre groupe intitulée "génétique des apomucines humaines" a été 

développée à partir du modèle biochimique des "mucines respiratoires" isolées du mucus 

trachéobronchique et donc elle s'intéresse, a priori, essentiellement aux mucines sécrétées. 

1. LEMUCUS 

1 - 1. Structure - Fonction 

Le mucus est une sécrétion très hétérogène qui forme un tapis continu à la surface des 

épithélia respiratoire, digestif et génital, constituant ainsi une barrière de protection efficace 

entre l'environnement et la muqueuse. Ce film de mucus est formé de deux phases: une phase 

aqueuse au contact des cellules, de viscosité faible, proche de celle de l'eau, et une phase 

superficielle, ou phase gel, se caractérisant par une viscosité et une élasticité élevées. Le 

mucus est sécrété par des cellules spécialisées, cellules caliciformes, et/ou glandes muqueuses, 

selon les tissus, sous forme de granules de sécrétion qui sont libérés dans la lumière, formant 

ensuite au contact de l'eau un gel viscoélastique s'étirant à la surface de l'épithélium. 

Le rôle important joué par le mucus dans la protection-défense des épithélia est décrit 

dans la littérature depuis une vingtaine d'années. Parmi les multiples fonctions du mucus, on 

peut citer: 

- une fonction chimique (antioxydante, antiprotéasique, un pouvoir tampon), comme 

c'est le cas au niveau des muqueuses du tractus digestif, où se concentrent des pH extrêmes et 

des activités enzymatiques très puissantes et variées. 

- une fonction d'humidification et d'hydratation des muqueuses exposées au contact de 

l'air (arbre respiratoire). 

- une fonction de transport, lors de l'épuration muco-ciliaire, lors de la progression du 

contenu luminal digestif, ou lors de la progression des spermatozoïdes dans les voies génitales. 

- une fonction antibactérienne, par "piégeage" des bactéries (muqueuses colique, 

respiratoire, génitale). 

- une fonction de lubrification de la paroi de conduits (côlon), de canaux (canaux 

biliaires, pancréatiques). 
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- une fonction d'amortissements de chocs mécaniques (broyage du bol alimentaire dans 

la muqueuse gastrique). 

Le mucus est composé essentiellement d'eau (95%) emprisonnée dans une matrice gel 

comme dans une éponge, ou liée aux macromolécules. La fraction non aqueuse est constituée 

d'électrolytes (1%) et de macromolécules (4%). Dans le cas par exemple de la muqueuse 

trachéobronchique, ces macromolécules sont soit sécrétées par des cellules spécialisées de la 

muqueuse et de la sous-muqueuse : mucines, protéoglycannes, lysozyme, transferrine, IgA 

sécrétoires, inhibiteurs de protéases, soit issues de la transsudation du secteur plasmatique : 

sérumalbumine, IgM, IgG, antiprotéases ( a.1-antitrypsine, a.1-antichymotrypsine, 

a.2 macroglobuline). 

Sont associés : 

- des acides nucléiques [1] en quantité peu importante dans le mucus non infecté, en 

considérable augmentation quand les sécrétions sont le siège d'infections bactériennes. 

- des lipides (phospholipides, lipides neutres, glycolipides) [2, 3] dont le taux varie 

également avec l'état d'infection des sécrétions. 

Pour que se maintiennent l'intégrité et la fonctionnalité des épithelia, il faut que soit 

maintenu ou restauré un mucus adapté au type de fonction qu'il doit remplir. En pathologie 

humaine, de nombreuses maladies, dites de "civilisation", car touchant davantage des 

populations à niveau de vie élevé, se sont développées aux dépens de l'ensemble 

épithelium/mucus : asthme, ulcères gastroduodénaux, cancers épithéliaux par exemple. 

1- 2. Les pathologies 

Beaucoup de maladies affectent la production du mucus de manière qualitative et/ou 

quantitative. 

Les qualités "in vivo" du mucus sont déterminées par l'interaction de nombreux 

facteurs. Non seulement la structure et la quantité des mucines sécrétées sont essentielles mais 

aussi l'environnement ionique et la présence de composants protéiques autres que les mucines 

(protéines de liaison, par exemple) doivent être déterminants pour conférer au mucus ses 

propriétés. 
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A. ANOMALIES DU MUCUS ET MALADIES RESPIRATOIRES 

La composition même du mucus respiratoire du sujet sain est mal connue à cause des 

difficultés à prélever du mucus natif et à savoir distinguer la part respective de l'épithélium de 

surface et celle des glandes sous-muqueuses. Le mucus provenant d'expectorations de sujets 

atteints d'hypersécrétions bronchiques est mieux connu [ 4]. 

1) La mucoviscidose 

La mucoviscidose est une exocrinopathie d'origine génétique (maladie autosomique 

récessive). Elle est dominée par l'existence d'une bronchopathie hypersécrétante, chronique, à 

potentialité évolutive. On observe une modification des caractéristiques physicochimiques des 

mucines et un changement des propriétés rhéologiques du mucus. La modification de la 

composante mucoïde consiste en la variation de l'équilibre existant entre les différentes 

fractions de mucines (neutres, acides, très acides), avec une augmentation de la composante 

acide (sialo et sulfo-mucines) [5]. Les résidus terminaux acides de ces chaînes glycanniques 

semblent constituer des sites préférentiels d'adhésion des bactéries. Successivement, 

Staphylococcus aureus puis surtout Pseudomonas aeruginosa colonisent précocément 

l'épithélium respiratoire des enfants atteints de mucoviscidose. La relative spécificité de 

l'infection bronchique explique tout l'intérêt porté à l'étude des interactions mucines-bactéries. 

La recherche du défaut génétique à l'origine de la mucoviscidose a abouti à la mise en 

évidence d'une pathologie des canaux "chlore". La protéine membranaire défective appelée 

CFTR est impliquée dans le transport des ions CI- [6-8]. La déficience de ces canaux 

entraînerait une augmentation de la différence de potentiel transépithélial et, sur le plan 

physique, une diminution du degré d'hydratation des sécrétions bronchiques pouvant aboutir à 

un déficit de clairance muco-ciliaire. Il a été récemment montré que la protéine CFTR avait 

aussi une fonction ATP asique [9] et qu'elle n'était pas seulement un canal. Elle intervient dans 

l'acidification des endosomes et du trans-golgi, et, par là, influe de manière qualitative et 

quantitative sur la glycosylation et la sulfatation des glycoproteines membranaires ou sécrétées 

des cellules épithéliales en culture [10, 11]. L'augmentation du pH sur le site d'activité de 

glycosyl transférases modifierait, chez les sujets atteints de mucoviscidose, qualitativement et 

quantitativement l'addition des oses périphériques et des résidus sulfate. Cette hypothèse est 

en accord avec les taux élevés de fucose, galactose, N-Acétyl glucosamine et sulfate retrouvés 

dans les sécrétions de ces sujets. 
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2) Les pathologies broncho-pulmonaires de l'enfant 

Les infections bronchiques à répétition du jeune enfant sont fréquentes et relativement 

difficiles à prévenir. Leur origine est souvent virale. Les virus en cause sont très nombreux et 

peuvent présenter un tropisme particulier pour les grosses bronches (virus parainfluenzae), 

pour les petites bronches (virus respiratoire syncytial), ou pour le parenchyme pulmonaire 

(adénovirus). Ces infections contagieuses sont souvent récidivantes et peuvent entraîner une 

inflammation bronchique chronique aboutissant à des tableaux sévères d'obstruction, 

d'emphysème, d'atélectasie, de dilatation des bronches. 

Dans la pathologie des infections respiratoires récidivantes, on observe à la fois des 

anomalies de la mobilité des cellules ciliées et des anomalies biochimiques et rhéologiques du 

mucus. Outre l'atteinte virale, l'allergie est un autre facteur déclenchant. 

3) Les pathologies bronchiques de l'adulte 

La pathologie inflammatoire bronchique est associée à une lésion caractéristique, la 

métaplasie mucipare de l'épithélium. Cette lésion comporte un excès de cellules caliciformes et 

une raréfaction des cellules ciliées. Des modifications spécifiques du mucus sont observées au 

cours de la bronchite ; le poids sec des sécrétions augmente en relation avec l'augmentation du 

volume de la phase gel. Les sulfomucines puis les fucomucines neutres augmentent aux dépens 

des sialomucines. Après une augmentation initiale, les IgA sécrétoires diminuent 

progressivement. Les protéoglycannes augmentent progressivement (acide hyaluronique). Aux 

stades initiaux de la bronchite chronique, la stimulation de la sécrétion de sialomucines, IgA 

sécrétoires, lysozyme, produit une sécrétion hypervisqueuse, hyperélastique ; aux stades plus 

avancés, l'apparition des mucines neutres, de la sérum albumine, la réduction des IgA 

sécrétoires conduisent à une expectoration fluide avec diminution de la viscosité, de l'élasticité 

en relation avec la perte de la structure fibrillaire du mucus. La surinfection bronchique 

augmente l'exsudation des protéines plasmatiques, la libération de fibres d'ADN, ce qui 

réaugmente la viscosité. Mais les protéases bronchiques, bactériennes, leucocytaires achèvent 

de désorganiser la structure fibrillaire du mucus et l'élasticité s'effondre. 

Au cours de l'asthme intrinsèque, l'hypertrophie glandulaire est comparable à celle 

observée dans la bronchite chronique et les caractères du mucus sont voisins. 
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Dans l'asthme extrinsèque, au contraire, l'hypertrophie glandulaire est modérée ; les 

mucines, peu abondantes, possèdent des chaînes oligosaccharidiques plus longues que celles 

observées dans l'asthme intrinsèque. Ici, l'hypersécrétion bronchique est due à la libération de 

médiateurs chimiques. Les sécrétions sont denses, déshydratées et peuvent constituer des 

bouchons muqueux obstruant bronches et bronchioles. 

Les connaissances apportées par l'étude de l'expression et de la régulation des gènes de 

mucines devraient déboucher sur des traitements adaptés aux différentes anomalies du mucus. 

Pour l'instant l'activité thérapeutique réside en l'hyperhydratation, l'action des agents 

réducteurs (N-acétylcystéine ), et des agents mucorégulateurs ( carbocistéine, ambroxol). 

4) Les pathologies des sécrétions nasales 

Autant les travaux sur la physiopathologie des sécrétions trachéobronchiques sont 

nombreux, autant les études consacrées aux sécrétions nasales sont rares. Ces sécrétions 

proviennent de glandes séromuqueuses de la muqueuse nasale et sinusienne, la participation 

des cellules caliciformes de cette muqueuse étant faible. La symptomatologie des 

hypersécrétions nasales associe : obstruction, éternuements et rhinorrhée. 

Les hypersécrétions nasales peuvent prendre la forme de rhinorrhées séreuses à 

sécrétions peu visqueuses, peu filantes, de rhinorrhées muqueuses à sécrétions 

hypervisqueuses et hyperélastiques, de rhinorrhées muee-purulentes constituées de sécrétions 

hypervisqueuses et hypoélastiques. 

Le traitement de ces hypersécrétions nasales reste encore très empirique et très limité. 

La thérapeutique, dans ce domaine, devrait bénéficier elle aussi de la meilleure connaissance 

de l'expression tissulaire normale et pathologique des gènes de mucines. 

5) Les pathologies de l'oreille moyenne 

L'otite séro-muqueuse chez l'enfant est une affection très banale, caractérisée par 

l'accumulation et la persistance d'un exsudat inflammatoire au niveau de l'oreille moyenne. Le 

mucus est produit par la métaplasie mucipare de la muqueuse inflammatoire et a des 

caractéristiques rhéologiques anormales. La trompe d'Eustache est alors le siège d'une 

obstruction fonctionnelle par · inefficacité du transport muco-ciliaire. La stase du mucus 

entretient la réaction inflammatoire, en particulier par un affiux de cellules macrophagiques qui 

peut conduire à une altération de la membrane tympanique. 
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B. ANOMALIES DU MUCUS ET MALADIES GASTRO-INTESTINALES 

Tout au long du tube digestif, le mucus présente des propriétés physicochimiques 

distinctes en rapport avec les différentes fonctions exercées par les différents épithelia dans la 

digestion. 

Le tiers inférieur de l'oesophage, jusqu'au cardia, sécrète un mucus contenant des 

mucines neutres et des sialomucines. Puis, la muqueuse fundique élabore un épais tapis 

muqueux riche en mucines neutres; de même, les glandes pyloriques participent à la sécrétion 

de mucines neutres au niveau de la muqueuse antrale. Ce mucus constitue, à l'état normal, une 

barrière efficace à la rétro-diffusion des ions W depuis la lumière vers la paroi. Néanmoins ce 

mucus est normalement dégradé dans son organisation en réseau par la bile et la pepsine. Un 

juste équilibre entre sécrétion de mucus et altération de ce mucus est nécessaire pour que se 

maintienne l'intégrité de l'épithélium sous-jacent. Une des altérations pathologiques de la 

muqueuse gastrique est la métaplasie intestinale (MI). Au cours du processus inflammatoire, 

l'épithélium mucosécrétant de type gastrique (mucines neutres) est progressivement remplacé 

par un épithélium mucosécrétant de type intestinal (sulfomucines). Ce processus est 

fréquemment associé, à des degrés divers (MI type I, II, ID) aux différentes pathologies de la 

muqueuse [12] :ulcère gastrique, duodénal, polypes gastriques, maladie de Ménétrier, gastrite 

chronique atrophique, reflux gastrooesophagien, cancer. L'analyse biochimique du mucus 

gastrique chez des malades atteints d'ulcère gastrique a montré que les mucines avaient une 

faible masse moléculaire [13] associée à une perte des propriétés rhéologiques du mucus. 

La muqueuse de l'intestin grêle possède, principalement une fonction d'absorption 

dévolue aux entérocytes. Les cellules à mucus beaucoup moins nombreuses élaborent des 

mucines neutres et des sialomucines. Il existe peu d'études du mucus dans les pathologies du 

grêle, néanmoins, des modifications qualitatives des mucines ont été rapportées dans l'ulcère 

duodénal, la duodénite idiopathique et la maladie de Crohn. 

La muqueuse recto-colique élabore majoritairement des sulfomucines. Il existe un 

gradient de sécrétion suivant les différents segments anatomiques du côlon [14-16]. Ainsi, 

dans le côlon gauche et le rectum, les sulfomucines prédominent dans les 2/3 inférieurs des 

glandes alors que les sialomucines sont majoritaires dans le 1/3 supérieur. Par contre dans le 

côlon droit, les sulfomucines occupent les 2/3 supérieurs et les sialomucines se trouvent dans 

la partie profonde de ces glandes. De plus, les proportions de sialomucines suivent la 

topographie anatomique avec une prédominance dans le côlon gauche [ 17]. 

La lésion élémentaire observée dans le côlon a été appelée muqueuse transitionnelle 

(MT) ; elle associe des modifications morphologiques (épaississement de la muqueuse, glandes 
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allongées, tortueuses et ramifiées) et des modifications histochimiques (importante réduction 

des sulfomucines). Cette lésion est observée dans les états précancéreux, dans les carcinomes 

colo-rectaux, ainsi que dans quelques lésions non néoplasiques : ulcère solitaire du rectum, 

diverticules. 

La maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique (RCH) sont deux formes de colite 

chronique, la première conservant la mucosécrétion par les cellules caliciformes, la seconde 

manifestant une déplétion de sécrétion [18]. Dans les deux cas, la sécrétion est essentiellement 

celle de sialomucines (au lieu de sulfomucines), néanmoins les choses sont complexes et la 

qualité des mucines sécrétées varie en fonction des poussées évolutives, de la durée de la 

maladie et de l'étendue des lésions [19, 20]. 

Le rôle joué par les mucines dans la genèse des calculs biliaires a été mis en évidence 

par Lee et coll. [21, 22]. En effet, il existe une corrélation entre le degré d'hypersécrétion de 

mucines biliaires et l'apparition de "calculs-cholestérol". Au contraire, l'inhibition 

pharmacologique de cette hypersécrétion de mucines par les salicylés est reliée à une 

suppression de la formation de ces calculs. 

C. PATHOLOGIES DU MUCUS CERVICAL 

Dans l'appareil urogénital féminin, la sécrétion de mucus est essentiellement localisée 

dans le col utérin ( endocol), mais l'endomètre, les trompes de Fallope, et les glandes de 

Bartholin participent également à la production du mucus [23]. 

Des variations qualitatives et quantitatives du mucus ont été observées au cours du 

cycle menstruel. En phase folliculaire, les cryptes endocervicales libèrent un mucus fluide dont 

le volume augmente brutalement en période pré-ovulatoire, puis se maintient jusqu'à 

l'ovulation. Puis en phase lutéale, le volume de mucus sécrété diminue rapidement ; ses 

propriétés physiques changent, il devient opaque, épais et visqueux. Les qualités du mucus 

endocervical varient encore avec l'âge, la parité, la ménopause [24]. 

Le rôle important joué par le mucus dans la mobilité, la viabilité des spermatozoïdes a 

été étudié in vitro. Il est probable que des altérations de ce mucus puissent contribuer à 

certaines formes de stérilité. Les anomalies épithéliales du col (néoplasies intra-épithéliales, 

adénocarcinomes) sont observées à la jonction de l'endocol (épithélium glandulaire) et de 

l'exocol (épithélium stratifié). Cette zone de jonction complexe se déplace, sous influence 

hormonale grâce à un processus de métaplasie. Peu de travaux relatent les variations 

histochimiques des mucines sur cette zone de jonction. Dans ce domaine, les sondes des 
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différents gènes "MUC" apporteront vraisemblablement des éléments nouveaux de 

classification. 

D. CANCERS EPITHELIAUX 

95 % des tumeurs humaines se développent aux dépens de cellules épithéliales. Ceci 

justifie que l'on se soit tourné vers l'étude des mucines, synthétisées spécifiquement par les 

cellules épithéliales, pour rendre compte de la dysplasie et de la cancérisation des épithélia. La 

caractérisation histochimique des mucines (colorations au PAS, bleu de toluidine ou bleu 

alcian à différents pH) a permis de mettre en évidence des anomalies qualitatives et/ou 

quantitatives des mucines sécrétées sur des lésions précancéreuses. L'étude de ces 

glycoprotéines permet donc d'espérer définir des marqueurs biologiques de diagnostic, de 

pronostic, de récidive, d'invasion métastatique. Les molécules les plus étudiées actuellement 

comme marqueurs tumoraux sont les glycoprotéines membranaires appelées "mucin-like" ou 

mu cines membranaires et, parmi elles, l'épisialine, codée par le gène MUC 1. Des 

concentrations élevées de cette glycoprotéine sont dosées dans le sérum de malades atteints de 

cancer du sein, de l'ovaire, du pancréas. Le mécanisme responsable de l'amplification de son 

expression sur la membrane des cellules épithéliales tumorales est encore inconnu. Une 

glycosylation imparfaite de la protéine (richesse en antigènes Tn ou T) permet d'obtenir des 

anticorps monoclonaux très utiles pour le diagnostic par immunoscintigraphie [25] ou pour la 

thérapeutique (drogues véhiculées par l'anticorps monoclonal) [25]. 

Des études comparables à celles dont "MUCI" a fait l'objet, verront jour à propos des 

autres "MUC", lorsque l'étude fondamentale des gènes sera plus avancée. 

Ce chapitre, qui décrit l'intérêt d'étudier les mucmes dans un certain nombre de 

pathologies, dont la liste n'est pas exhaustive, permet de se rendre compte du rôle essentiel 

joué par le mucus et par conséquent de souligner l'importance qu'il y a à maintenir son 

intégrité. Chacune de ces pathologies se caractérise par un changement: 

- quantitatif (hypo ou hypersécrétion qui joue sur l'épaisseur de la barrière de mucus) 

et/ou 

- qualitatif (modification des mucines qui perturbe les propriétés rhéologiques du 

mucus et l'affinité des sucres périphériques vis à vis des ligands naturels). 

Une approche pour le traitement de ces maladies serait d'exercer un contrôle 

thérapeutique de la biosynthèse et de la sécrétion des mucines, que ce soit pour favoriser la 
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synthèse d'un type spécifique de mucine afin de rétablir un équilibre perturbé ou pour 

augmenter ou diminuer le volume des mucines sécrétées. Pour cela, il est indispensable d'avoir 

une meilleure connaissance des systèmes de régulation de ces macromolécules, au niveau 

génomique (facteurs de transcription, systèmes activateurs ... ), au niveau transcriptionnel 

(dégradation, durée de vie des ARNm, épissage ... ), au niveau traductionnel et post-

traductionnel (mécanismes de glycosylation, sécrétion ... ). 

II. LES MUCINES 

Les mucmes constituent un groupe distinct de glycoprotéines, différant 

structurellement des glycoprotéines du sérum et des protéoglycannes; elles se définissent 

comme des populations de macromolécules complexes. 

Elles sont synthétisées et sécrétées par des cellules épithéliales spécialisées, appelées 

cellules caliciformes au niveau des épithelia bronchique et colique. Elles sont sécrétées sous 

forme de granules, qui, libérés dans la lumière, forment, au contact de l'eau, un gel 

viscoélastique à la surface de l'épithélium. Ces cellules sont polarisées, c'est à dire que le 

noyau et le réticulum endoplasmique sont repoussés vers le pôle basal, alors que les grains de 

sécrétion sont libérés au pôle apical. Elles présentent des caractéristiques morphologiques en 

rapport avec la production massive de mucines (RER et Golgi très développés). Dans certains 

tissus, comme les muqueuses respiratoire, antrale, cervicale, nasale et dans certaines glandes : 

prostate, glandes salivaires sous-maxillaires, les mucines sont également synthétisées par des 

glandes qui participent très activement à un renouvellement rapide et constant du mucus 

(Figure 1). 
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Figure 1 : Architecture de la muqueuse respiratoire. 

L'épithélium respiratoire est principalement composé de cellules ciliées (C), 

de cellules sécrétrices (S), de cellules intermédiaires (1) et de cellules basales 

(B). L'épithélium de surface est séparé de la sous-muqueuse par une lame 

basale (LB). Le mucus, sécrété par la sous-muqueuse, recouvre la partie 

apicale des cils. D'après D. Gaillard, C. Plotkowski etE. Puchelle (26]. 
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A. LE ROLE DES MUCINES 

1) le rôle des mucines sécrétées 

Les mucines sont responsables des propriétés physico-chimiques et biologiques du 

mucus. Ce sont elles qui lui confèrent son architecture tridimensionnelle en réseau fibrillaire. 

Ces glycoprotéines de masse moléculaire très élevée forment un enchevêtrement de 

microfilaments constitués d'un axe polypeptidique hérissé de chaînes glycanniques 

représentant de véritables pièges pour les molécules, les particules et les bactéries. Très 

hydrophiles, les mucines contribuent à maintenir une hydratation optimale du mucus. 

Outre les propriétés physico-chimiques qu'elles confèrent au mucus, on peut encore 

citer les rôles suivants : 

- Au niveau trachéobronchique, les mucines présentent, par les sucres périphériques de 

leurs chaînes glycanniques, des sites récepteurs spécifiques pour des adhésines 

bactériennes [27]; 

- Au niveau gastrique, les mucines neutres contribuent également à créer une zone 

tampon entre la lumière gastrique (pH2) et la muqueuse (pH7) [28]; 

-Au niveau intestinal, les mucines jouent un rôle direct dans la fonction d'absorption 

des nutriments, des acides gras en particulier [25] et dans la fonction de protection des cellules 

intestinales vis à vis des hydrolases . 

2) le rôle des "mucin like" 

Les glycoprotéines membranaires dites "mucin like" présentent les caractéristiques 

physico-chimiques des mucines à savoir : masse moléculaire élevée, richesse en sérine

thréonine, pourcentage élevé de 0-glycannes. Ces glycoprotéines membranaires sont ancrées 

dans la membrane apicale de nombreuses cellules épithéliales. Elles pourraient former une 

dernière barrière protectrice contre les facteurs extracellulaires (pH acide, hydrolases, 

inflammation cellulaire) [29]. La densité des mucines membranaires pourrait réguler l'aptitude 

qu'ont les cellules épithéliales à interagir entre elles ou avec leur environnement: une forte 

densité limiterait la communication intercellulaire ou empêcherait l'accessibilité des récepteurs 

aux signaux en général. 
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B. BIOCHIMIE DES MUCINES 

L'isolement, la purification et la caractérisation moléculaire des mucines se sont avérés 

difficiles en raison de leur propriété d•interagir entre elles ou avec le milieu environnant. 

L'origine tissulaire multiple des molécules étudiées (muqueuse bronchique, gastrique, colique ; 

tissus sains ou tissus pathologiques hypersécrétants ), la grande diversité des protocoles de 

préparation des mucines (solubilisation du mucus par des agents chaotropiques variés, 

purification par chromatographie ou par centrifugation isopycnique en gradient de CsCI) ont 

fourni des résultats variés quant à la masse moléculaire, et à la composition biochimique des 

mucines. A partir de ces données, des modèles moléculaires divers ont pu être imaginés. 

1) Masse moléculaire 

Bien qu•il y ait une grande disparité dans les valeurs des masses moléculaires publiées 

(Tableau I), il ressort de ces études deux caractéristiques communes à toutes les mucines: 

- ces glycoprotéines ont une masse moléculaire très élevée, supérieure ou égale à un 

million de Daltons; 

- il existe une polydispersion des masses au sein d•un même échantillon; 

- il existe une polydispersion des masses, d•un organe à l'autre, d•une espèce à l'autre; 

- les mucines sont sensibles à l'action des agents réducteurs. 

2) Composition biochimique 

2.a Composante glycannique 

Les mucines sont constituées d•une chaîne peptidique sur laquelle sont branchées de 

nombreuses chaînes glycanniques par une liaison 0-glycosidique. 



15 

Tableau 1 : masse moléculaire de mucines : quelques exemples. 

AUTEUR MU CINE PREPARA TI ON M.M (Daltons) REMARQUES 

Creeth & Coll. mu cine - solubilisation en CsCl diminution de taille 

1977 [30] respiratoire - ultracentrifugation en 3.3 à 1x1o6 après action du 

humaine CsCl ~mercaptoéthanol 

Marshall & mucine colique - gel filtration 

Coll. de porc - ultracentrifugation à 106 

1978 (31) l'équilibre en CsCl 

- exclusion en gel 

filtration Sepharose 2B 

Sheehan& mu cine - ultracentrifugation en 

Coll. cervicale gradient de densité en 6 à24x1o6 

1987 [32] humaine Gu Cl 

Thomton& mu cine - ultracentrifugation en mise en évidence de 

Coll. trachéale gradient de densité 14 à 16x1o6 domaines résistants à la 

1990 [33] humaine CsCVGuCl trypsine (T -domaines) 

- chromatographie 

Sepharose CL 2B 

Virmani & mu cine -chromatographie 

Coll. trachéale Sepharose CL 4B 11x1o6 

1991 (34) canine - ultracentrifugation en 

gradient de densité CsCl 

Sheehan & mucine - extraction par 

Coll. respiratoire centrifugation en GuCl 3.2x1o6 

1991 [35] humaine 6M en présence 

d'inhibiteurs de protéases 
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Les chaînes glycanniques représentant 70 à 90% de la masse moléculaire sont 

caractérisées par une très grande hétérogénéité de structure (plus d'une centaine de structures 

distinctes sont simultanément présentes dans la sécrétion bronchique d'un seul sujet) et de 

taille. Elles sont restées longtemps les seules considérées responsables de l'hétérogénéité des 

mucines. La structure oligosaccharidique est formée de trois parties distinctes: 

-le core ou noyau qui comprend le résidu N-acétylgalactosamine lié à l'axe peptidique 

au niveau d'une sérine ou d'une thréonine et le ou les deux sucres fixés sur cette GalNac [36]. 

Actuellement six noyaux différents ont été décrits et témoignent de l'origine tissulaire du 

mucus. 

- le squelette formé d'une association linéaire ou branchée d'unités disaccharidiques de 

deux types, Gal 1,3GlcNac ou Gal 1,4GlcNac. 

- la région périphérique qui peut exprimer les antigènes des groupes sanguins A, B, 0 

et Lewis. C'est à l'aide de cette région terminale qui porte les charges négatives des mucines 

que l'on a pu classer grossièrement les glycopeptides de mucines en fonction de leur caractère 

plus ou moins acide. 

On peut ainsi séparer par chromatographie d'échange d'ions, trois principales fractions 

qui coexistent au sein du mucus: 

- la fraction neutre, pauvre en résidus acides, 

- la fraction acide, riche en résidus d'acide sialique, 

- la fraction très acide, riche en résidus sulfates. 

Le nombre de fractions obtenues ne dépend en réalité que du choix arbitraire du 

gradient discontinu. Un gradient continu livre un spectre continu de molécules. 

Des traces de mannose sont fréquemment observées dans la composition chimique des 

mucines. Etant donné la difficulté à purifier complètement ces mucines et à les débarrasser de 

contaminants auxquels elles sont souvent associées, ce mannose a longtemps été considéré 

comme une contamination de N-glycoprotéines. Pourtant la découverte récente de sites 

potentiels de N-glycosylation dans la séquence de mucines humaines [37] semble indiquer la 

présence possible de quelques chaînes glycanniques à liaison N-glycosidique, au milieu d'un 

grand nombre de chaînes glycanniques à liaison 0-glycosidique. Ces chaînes N-glycosidiques 

pourraient jouer un rôle important dans les étapes initiales de la 0-glycosylation. 
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2. b Composante peptidique 

L'axe peptidique des mucines représente, selon l'espèce animale et selon le mucus 

étudié, de 14 à 3 7 % [3 8-41] du poids moléculaire. 

La composition en acides aminés est tout à fait originale, les résidus de sérine, 

thréonine, proline, glycine et alanine représentent de 66 à 75% des acides aminés totaux 

(Tableau IT ). 

C'est la proportion des acides aminés hydroxylés qui varie le plus d'une étude à l'autre 

(19 à 48%), le rapport Ser/Thr varie de 0,45 à 1. 

L'abondance des acides aminés dicarboxyliques serait corrélée avec l'acidité des 

mucines, ceci a été démontré dans le cas des mucines coliques [ 4 7]. 

La teneur en acides aminés soufrés (cystéine essentiellement) a fait l'objet de 

nombreuses controverses : de moins de 0,5% à près de 3% selon les préparations. Or c'est 

l'interprétation de ces chiffres qui est à la base des modèles moléculaires proposés : avec ou 

sans pontage (par établissement de liaisons disulfures) inter ou intra-chaînes peptidiques. 

Le tryptophane et la méthionine ont été peu étudiés. 

Peu de travaux relatent des résultats de séquences peptidiques de mucines. ll s'agit 

toujours de séquences très partielles de peptides localisés dans des zones peu glycosylées [ 48-

51] (Tableau Ill). 
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Tableau ll : Composition en acides aminés de quelques préparations de mucines 

humaines 

ROUSSEL CREE Til LAFITfE LAMB LIN PRAKOBPHOL GOLD YUREWICZ 
et et et et et et et 

AUTEURS coll coll coll coll coll coll MOGHISSI 
(1975) (1977) (1977) (1979) (1982) (1981) (1981) 

[40] [30] [42] [43] [44] [45] [46) 

Origine trachéo- trachéo- trachéo- trachéo- salivaire colique cervical 
mucus bronchique bronchique bronchique bronchique 

pathologie mucovis- asthme - bronchite - - -
ci dose chronique 

Acides 
aminés 

mo1/100mol 

AS (X) 2,2 8,3 2,7 3,6 4,9 6,4 3,6 
TIIR 28,7 18,1 27,5 24,4 20,9 20,1 26,6 
SER 17,0 12,7 18,6 16,1 16,2 9,7 12,1 
GL(X) 4,4 8,1 3,9 4,2 6,9 8,3 5,7 
PRO 11,8 10,5 14,7 11,1 23,7 9,3 10,7 
GLY 8,8 7,6 6,5 8,2 1,4 6,5 6,8 
ALA 10,4 7,2 8,2 9,2 14,4 7,0 9,1 
1/2 CYS - 2,6 0,6 0,7 0,10 - 0,5 
VAL 4,0 4,8 4,0 3,8 3,1 6,4 5,0 
MET traces 0,4 0,8 1,2 0,11 - 2,0 
ILE 2,2 2,1 2,1 2,1 1,50 4,5 2,3 
LEU 4,5 4,9 2,3 4,3 2,80 7,5 5,4 
TYR traces 1,8 1,1 1,1 0,14 1,8 0,3 
PRE traces 2,1 1,2 1,1 0,86 2,6 1,8 
LYS 1,6 2,1 2,2 2,7 1,40 4,5 1,4 
HIS 2,1 2,5 1,5 3,8 0,87 3,4 1,8 
ARG 2,1 4,2 2,0 2,5 0,69 2,1 2,7 

Acides 
aminés 10,15 29 19,53 13 30,4 - -
totaux 
(g/100g) 

OHAA% 45,7 30,8 46,1 40,5 37,1 29,8 38,7 
Ser!Thr 0,59 0,70 0,68 0,66 0,78 0,48 0,45 
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Tableau ill : Quelques séquences fragmentaires de peptides de mucines 

mucines sous-maxillaires ovines. d'après HILL et coll (1977b) [48] 

10 
Tl Ser- Ser- Val- Pro- Gly- Glu- Ser- Ala- Thr- Pro- Gin- Gin- Pro- Gly- Al a- Leu-

20 30 
Ser- Glu- Ser- Thr- Thr- Gin- Leu- Pro- Gly- Val- Thr- Gly- Thr- Ser- Al a- Val-

40 
Thr- Gly- Ser- Glu- Pro- Gly- Leu- Pro- Ser- Thr- Gly- Val- Ser- Gly- Leu- Pro-

50 74 
Gly- Thr- (Thr2. Ser4 . Pro5. Gly4. Ala3. Val. leu. Phe2 )- Arg-

10 16 
T4C Ser- Al a- Gly- Ala- Gly- Thr- Al a- Gly- Val- Asp- Ser- Glu- Glu- Thr- Al a- Arg 

10 16 
T4F Phe- Ser- Ser- Al a- Gly- ile- Pro- Ala- Thr- Pro- Gly- Ser- Thr- Thr- Gly- Arg 

mucines sous-maxillaires de porc. d'après ECKHARDT et coll (1987) [49] 

10 
ile- Ser- Val- Al a- Gly- Ser- Ser- Gly- Al a- Pro- Al a- Val- Ser- Ser- Gly- Al a-

20 30 
Ser- Gin- Ala- Al a- Gly- Thr- Ser- Gly- Al a- Gly- Pro- Gly- Thr- Thr- Ala- Ser-

Ser- Val- Gly- Val-

mu cines trachéobronchiques humaines, d'après ROSE et coll. 1989 [51] 

TR3A Trp- Phe- Asp- Val- Asp- Phe- Pro- Ser- Pro- Gly- Pro- His-

Gly- Gly- Asp- Lys- Gin- Thr- Tyr- Asn- Asn- Ile 

TR3B Ala- Glu- Ser- His- Pro- Glu- Val- Ser- Ile- Glu- His- Leu 

TR3C Ser- His- Pro- Glu- Val- Ser- Ile- Asn- His- Leu 

TR3D Ala- Al a- Gly- Gly- Al a- Val- Cys- Glu- Gin- Pro- Leu- Gly- Leu 
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3) Organisation moléculaire: modèles structuraux 

Cette caractéristique intriguante de polydispersion des masses moléculaires a été 

confirmée par la microscopie électronique qui permet de visualiser une polydispersion de 

longueur des mucines, écartant ainsi les hypothèses de dégradation protéolytique. Les données 

de microscopie électronique font apparaître les mucines cervicales, gastriques ou bronchiques 

comme de longs filaments de longueur variable, de 200 à 1 000 nm [52-55]. 

L'action de protéases (trypsine, pronase) sur les mucines révèle la présence de grands 

domaines (200 à 500 kDa) résistants à la protéolyse et correspondant à des domaines 

hyperglycosylés. Les points de sensibilité à l'action enzymatique sont eux situés dans des 

régions peu glycosylées dites "nues". C'est ainsi qu'est né le concept de l'organisation des 

mucines en alternance de domaines glycosylés et de domaines nus. Des expériences utilisant la 

microscopie électronique ont permis de visualiser sur les mucines des zones affines pour les 

lipides [56] ou pour l'or colloïdal [57]. Il a donc été conclu que les domaines nus étaient très 

vraisemblablement hydrophobes et irréguliers en taille. Différents modèles d'organisation 

structurale des mucines ont été proposés pour rendre compte à la fois de cette hypothèse et 

également de la sensibilité des mucines aux agents réducteurs. Deux modèles principaux, 

associant à cette structure alternée hydrophile-hydrophobe des pontages soit 

intermoléculaires, soit intramoléculaires par des ponts disulfures ont été proposés 

respectivement par Allen et par Carlstedt [58-60]. 

Le modèle de Allen [61] dit en "moulin à vent" propose, pour les mucines gastriques 

de porc, quatre sous-unités réunies à une protéine de liaison (70x103 D) grâce à des ponts 

disulfure (Figure 2 ). 

Le modèle de Carlstedt, en accord avec les données de la microscopie électronique 

propose une structure linéaire où alternent des domaines "nus" et des domaines glycosylés 

enchaînés les uns aux autres par des ponts disulfure (Figure 3) [58, 33]. Ce modèle observé 

aussi bien pour les mucines cervicales et les mucines trachéobronchiques humaines [33] que 

pour les mucines intestinales de rat [62, 63], apparaît être le modèle le plus vraisemblable. 

Cependant la preuve absolue d'une telle organisation ne sera obtenue qu'après avoir élucidé 

totalement la séquence primaire d'une ou plusieurs mucines. 
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Copule glucidique 

Axe peptidique 

.... Proteine centrale (70000 kDa) 

+ 

Sous unité réduite 
MM: 5.105 kDa 
proteine : 9,6% 
Thr+Ser+Pro = 54% 

Sous-unité 
MM: 5.105 kDa 
proteine : 6,4% 
Thr+Ser+Pro = 70% 

Figure 2: Modèle dit en "moulin à vent" proposé par A. Allen [59-61]. 

Structure de mucine gastrique de porc. 



H 

HS 
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Figure 3 : Modèle proposé par Carlstedt. 

A : Structure de mucine cervicale humaine [58). 

B : Structure de mucine gastrique de rat [62]. 
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4) Biosynthèse 

Les mucines sont synthétisées puis sécrétées par des cellules exocrines épithéliales 

spécialisées. 

La biosynthèse des mucines est encore mal connue. Ceci est surtout dû à l'absence 

d'outils, par exemple des anticorps, qui soient capables de témoigner de l'évolution des 

intermédiaires de biosynthèse. 

La biosynthèse des mucines est un phénomène complexe impliquant la transcription 

des gènes de mucines, les mécanismes post-transcriptionnels, la traduction des ARNm, 

l'oligomérisation peptidique, les modifications post-traductionnelles comme la N

glycosylation, la 0-glycosylation et peut-être d'autres, le transport intracellulaire, le stockage 

et enfin la sécrétion. Les étapes primaires de transcription et de traduction ainsi que leurs 

mécanismes de régulation sont encore inconnus. Seules les étapes post-traductionnelles ont été 

un peu plus étudiées. 

Les chaînes peptidiques de mucines sont synthétisées dans les polyribosomes pms 

acheminées dans la lumière du RER. C'est à ce niveau que s'effectuerait une étape précoce de 

N-glycosylation, formant quelques chaînes N-glycanniques dont la fonction est encore 

imprécise. Seule une hypothèse a pu être émise, selon laquelle, la N-glycosylation 

contribuerait à l'orientation du peptide vers le Golgi. Les N-glycannes y seraient convertis en 

oligosaccharides complexes. L'initiation de la 0-glycosylation est due à l'action d'enzymes de 

haute spécificité, les UDP-GalNAc-polypeptide-a-N-acétylgalactosaminyltransférases qui 

permettraient de lier les résidus de GalNAc à l'apomucine [64]. Aucune séquence-code 

permettant de signaler les sites potentiels de 0-glycosylation n'a été mise en évidence sur le 

peptide. Cependant la présence de résidus proline à proximité des sérines et thréonines 

favoriserait par la conformation du peptide l'accès de la GaiNAc-transférase. L'étape suivante 

d'élongation forme le squelette par addition successive d'un certain nombre d'unités 

disaccharidiques grâce à l'action de glycosyltransférases. L'étape finale consiste en la fixation 

au squelette de résidus tels que le fucose, le galactose, la N-acétylgalactosamine ou l'acide N

acétylneuraminique. Ce sont ces sucres périphériques qui confèrent aux mucines leur caractère 

polyanionique. 

Certaines mucines, comme les mucines gastriques et les mucines cervicales formeraient 

un assemblage oligomérique grâce à des liaisons covalentes de type pont disulfure. Selon 

Dekker et Coll., l'oligomérisation pourrait intervenir dans le RER et dépendre de la N

glycosylation précoce [65]. 
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Les mucmes ainsi synthétisées sont stockées, compactées, dans des granules de 

sécrétion puis excrétées par exocytose à la surface apicale de la cellule. La sécrétion peut être 

stimulée rapidement sous certaines conditions, quand l'épithélium a besoin d'une sur

protection. La sécrétion du mucus est probablement sous contrôle neuronal et hormonal [66]. 

5) Régulation de la biosynthèse 

La synthèse et la sécrétion des mucmes doivent être sounuses à des systèmes 

complexes de régulation quantitative et qualitative. Ces mécanismes permettent de maintenir 

une certaine épaisseur de mucus à la surface épithéliale et de maintenir constantes les 

propriétés du mucus assurant la protection de la muqueuse. Par ailleurs, il faut également que 

les propriétés des mucines puissent s'adapter aux variations physiologiques, comme c'est le 

cas, par exemple, durant la digestion, dans le tractus gastrointestinal. On peut alors se 

demander si au cours de ces changements, ce sont les mêmes polypeptides de mucines qui sont 

exprimés, et si des mécanismes post-traductionnels différents sont à l'origine de nouvelles 

propriétés physico-chimiques; ou si les modifications viscoélastiques produites sont dues à 

l'expression d'apomucines différentes. A quels niveaux s'effectue la régulation ? 

Les sucres terminaux des chaînes glycanniques interviennent dans la reconnaissance 

des particules étrangères (virus, bactéries, allergènes ... ) suivant la vieille théorie "clef-serrure" 

ou plus précisément "sucre-lectines" [67]. Une certaine spécificité de reconnaissance portée 

par les sucres périphériques apparaît particulière à chaque individu. En effet, chaque individu 

ne possède pas le même degré de sensibilité à divers agents infectieux ou toxiques. Cette 

spécificité des sucres périphériques est-elle simplement due à une spécificité des 

glycosyltransférases ou à une spécificité d'expression des apomucines qui orienteraient 

différemment la 0-glycosylation? Quel est ou quels sont les facteurs génétiques responsables 

de cette spécificité interindividuelle ? Les gènes de mucines, les gènes des glycosyltransférases 

ou les deux familles de gènes? L'exemple des antigènes de groupes sanguins serait plutôt en 

faveur d'une spécificité des glycosyltransférases; mais comme peu d'études analysent la relation 

apomucine/glycosylation, toutes les hypothèses sont envisageables. 



25 

III. LES APOMUCINES 

Les techniques d'étude des protéines, qui consistent classiquement en l'obtention de 

peptides grâce à des coupures enzymatiques choisies, puis en la détermination de leur 

séquence par la dégradation de Edman, se sont révélées inopérantes dans l'étude des mucines 

pour de nombreuses raisons : 

- l'accessibilité limitée des enzymes à leur cible peptidique en raison de la densité des 

chaînes glycanniques; 

- la déglycosylation enzymatique trop partielle; 

- la déglycosylation chimique efficace mais agressive pour le peptide (coupure des 

résidus de méthionine, hydrolyse acide); 

- le fractionnement des peptides impossible en raison des très fortes homologies 

existant entre eux; 

- et surtout, la grande labilité des dérivés phénylthiohydantoïnes engendrés par la 

dégradation de Edman qui rend impossible l'interprétation des résultats au delà du vingtième 

cycle. 

Toutes ces raisons ont constitué des obstacles insurmontables lors de la détermination 

de la séquence peptidique des mucines. 

Depuis 1989, certains laboratoires se sont tournés vers les techniques de l'ADN 

recombinant. Schématiquement, toutes les stratégies employées comportaient les étapes 

suivantes: 

- préparation d'un anticorps polyclonal ou monoclonal dirigé contre l'axe peptidique, 

déglycosylé chimiquement par l'acide fluorhydrique ou l'acide trifluorométhane sulfonique, 

d'une mucine ou d'une "mucin like" préparée à partir d'un tissu sain ou tumoral; 

- confirmation de la qualité des anticorps par immuno-transfert ou immunohistochimie; 

-préparation d'une banque d'ADNe construite dans un vecteur d'expression à partir de 

la muqueuse ou de la lignée cellulaire étudiée; 

- criblage immunologique de ces banques et extraction-purification des clones positifs; 
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- séquençage et localisation chromosomique. 

Cette stratégie a permis l'obtention des premières séquences partielles d'ADNe de 

mucines animales isolées de glandes sous-maxillaires de porc [68], de boeuf [69], de 

muqueuse intestinale de rat [70] et de mucines humaines (intestinales, trachéobronchiques) 

ainsi que la séquence complète d'une mucine mammaire membranaire humaine [71-73]. 

L'analyse des séquences peptidiques déduites a permis de démontrer des traits 

structuraux communs à toutes les mucines : 

- la richesse en sérine, thréonine, alanine, glycine, praline. Ces cinq acides aminés 

représentent 75% de l'ensemble des acides aminés. La sérine et la thréonine, sites potentiels de 

la 0-glycosylation représentent de 25 à 75% de l'ensemble des résidus d'acides aminés. 

- l'organisation en séquences peptidiques répétitives. 

En 1973, Pigman et son équipe [69] émettaient l'hypothèse que l'axe peptidique de la 

mucine sous-maxillaire de boeuf était composée de plusieurs séquences répétées. Ce concept a 

été confirmé dans toutes les séquences partielles d'ADNe animales ou humaines publiées. En 

général, ces séquences répétées en tandem sont localisées dans la partie centrale de la chaîne 

polypeptidique et contiennent tous les sites potentiels de 0-glycosylation; elles peuvent 

s'étendre sur plus de 2000 acides aminés. 

A. MUCINES ANIMALES 

La mucine la mieux connue actuellement est la mucine sous-maxillaire porcine [68, 

74]. L'axe peptidique comporte quatre régions. 

L'extrémité N-terminale comporte 120 résidus riches en sérine et thréonine. Cette 

région est suivie d'une région répétitive comportant 130 à 200 domaines élémentaires de 81 

acides aminés. La région répétitive est suivie ensuite d'une séquence unique de 450 acides 

aminés essentiellement sérine, thréonine, glycocolle, alanine. L'extrémité C terminale de 

structure globulaire contient 30 résidus de cystéine engagés dans des ponts disulfure. Seuls, 

les résidus de thréonine de cette molécule seraient glycosylés. Ces éléments structuraux 

permettent de prédire une masse moléculaire d'au moins 2 x 1 o6 Daltons. 
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D'autres mucines animales sont beaucoup moins bien caractérisées (Tableau IV): 

Taille du 
Référence Origine Dénomination domaine Séquence 

peptidique consensus 
(AA) 

mucine sous- PSM 81 GAGPGTTASSVGVTETARPSVAGSGSGTTG 
[68] maxillaire porcine SGSTGSSSGSPGATGASIGQPETSRIRVAG 

AVSSGASQAAGTS 
[69] mucine sous- BSM 11 GTTVAPGSSNT 

maxillaire bovine 
[75] mucine FIMA.1 9 VPTTPETTT 

tégumentaire de FIMB.1 11 GESTPAPSETT 

xenopus laevis 
[76] mucine de truite PSGP 13 DDATSEAATGPSG 

"arc en ciel" 
[77] homologue souris - 21 DSASSPVAHGGTSSPATSPLR 

épisialine 
[78] leucosialine W3/13 9 A v 

"mucin-like" rat antigen T s DPPVT I T 
A G M A (dégénérée) 

[70] mucine intestinale - 6 TTTPDV 
de rat 

B. MUCINES HUMAINES 

Actuellement, la seule séquence d'ADNe complète connue est celle de l'épisialine, une 

mucine membranaire humaine, ainsi que celle de son homologue de souris [72, 77, 85-87]. 

1) Episialine 

Les cellules épithéliales tumorales du pancréas, du sein, de l'ovaire expriment une 

même mucine membranaire, l'épisialine, appelée aussi MAM-6, PEM ou PUM [71-73]. L'axe 

peptidique de cette mucine est caractérisé par la répétition en tandem, 40 à 90 fois selon les 

sujets (polymorphisme interindividuel) [88], d'un motif de 20 acides aminés contenant 25% de 

résidus hydroxylés. Les molécules achevées diffèrent d'un tissu à l'autre seulement par 

quelques différences portant sur le nombre de chaînes oligosaccharidiques [85-87]. Les 

domaines peptidiques sont rigoureusement identiques au centre de la structure répétitive. Le 

degré d'analogie diminue au fur et à mesure que l'on s'éloigne vers les extrémités N- et C

terminales. Il existe deux transcrits dont l'un est pourvu d'une région d'ancrage 

transmembranaire, le deuxième transcrit coderait pour une forme sécrétée de l'épisialine. Ces 

mucines membranaires sont petites en comparaison des mucines sécrétées, et ne contiennent 

que trois résidus de cystéine par monomère. Aussi, sont elles probablement peu oligomérisées. 
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Le gène humain MUC1 (Figure 4) codant pour cette "mucin-like" est localisé sur le 

chromosome 1 (1q21-24) [89]. 

Tableau V : Séquences consensus des domaines répétitifs de mucines humaines. 

NOM A. A. pb SEQUENCE Ref. 

CONSENSUS 

MU Cl 20 60 PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA [71] 

MUC2 23 69 PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT _[79] 

MUC3 17 51 HSTPSFTSSITTTETTS [80] 

MUC4 16 48 TSSASTGHATPLPVTD [81] 

MUC5A dégénérée [37, 82] 

MUC5B 29 87 dégénérée [37, 83] 

MUC5C 8 24 TTSTTSAP [37, 82] 

MUC6 169 507 SPFSSTGPMTATSFOTTTTYPTPSHPOTTLPTHVPPFSTSL [84] 

VTPSTGTYITPTHAOMATSASIHSTPTGTIPPPTTLKATGS 

THTAPPMTPTTSGTSQAHSSFSTAKTSTSLHSHTSSTHHPE 

VTPTSTTTITPNPTSTGTSTPVAHTTSATSSRLPTPFTTHS 

PPTGS 

2) Mucines sécrétées 

.MUC2 

Les travaux de J. Gum et Y. Kim [79, 80] ont permis d'identifier trois clones 

d'ADNe partiels (SMUC 40, 41, 42) isolés d'une banque d'ADNe de jéjunum humain grâce à 

un immunsérum dirigé contre l'axe peptidique des mucines d'une lignée tumorale colique (LS 

174T). Ces trois clones possèdent le même arrangement répétitif d'un domaine élémentaire de 

69 nucléotides, soit 23 acides aminés (Figure 5). Ces domaines ne sont pas strictement 

identiques dans les trois clones mais possèdent entre eux une homologie de 90%. Néanmoins, 

certains triplets sont strictement conservés dans tous les domaines. Les acides aminés 

thréonine et praline sont fortement représentés. On peut compter 14 résidus de thréonine par 

unité répétitive. Deux sites potentiels de N-glycosylation ont été relevés. 
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qui varie en fonction de la taille de la région VNTR. 

D'après S. J. Gendler [90]. 
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A 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

CCA ACA ACG ACA ŒC ACT AGC ACC ACC ACC ATG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACT GGA ACA CAG ACC 

2 CTA ACC CCA ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACT ACG GTG ACC CCA ACC. CCT ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

3 CCA ACA TCG ACA ŒC ATC AGC ACC ACC ACT ACG GTG ACC CCA ACA CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

SMJC 4 CCA ACC ACG ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACT ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

40 5 CCA ACC CCG ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACC ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

6 CCA ACC CCG ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACC ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

7 CCA ACA TCG ACA ŒC ATC ACC ACC MC ACT ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA CCA ACC ŒC ACA CCG AGT 

CCA ACC CCG ACA ŒC ATC TCC ACC ACC ACT ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

2 CCA ACC ACG ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACC ACG GTG ACC CCA ACC CCG ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

Stv!JC 3 CCA ACC ACG GTA CTC ATC ACC ACC ACC ACT ACG ATG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC AGC ACA AAG AGT 

41 4 ACA ACC GTG ACA ŒC ATC ACC ACC ACA ACT ACG GTG ACC GCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

5 CCA ACC ATG AT A œc ATC AGC ACC ACC ACT ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ACT GGA AGC ACG 

SMJC 1 CCA ACC ATG ACA ŒC ATC ACC ACC ACC ACC ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

42 2 CCA ACA ACG ACA ŒC ATC AGC ACC ACC ACC ACG GTG ACC CCA ACC CCA ACA ŒC ACC ŒC ACA CAG ACC 

B 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 17 1 8 19 20 21 22 

1 Pro Thr Thr Th r Pro Ile Ser Thr Thr Thr Met Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 
2 Leu Thr Pro Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Th r Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 
3 Pro Thr Ser Thr Pro Ile Ser Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 

SMUC 4 Pro Thr Thr Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 
40 5 Pro Thr Pro Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 

6 Pro Thr Pro Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin 

23 

Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 
Thr 

7 Pro Thr Ser Thr Pro Ile Thr Thr A sn Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Pro Ser 

1 Pro Thr Pro Thr Pro Ile Ser Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin Thr 
2 Pro Thr Thr Thr Pro Ile Thr. Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin Thr 

SMUC 3 Pro Thr Thr Va/Leu Ile Thr Thr Thr Thr Thr Met Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser Thr Lys Ser 
41 4 Thr Thr Val Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Afa Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin Thr 

5 Pro Thr Met Ile Pro Ile Ser Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Thr G/y Ser Thr 

SMUC 1 Pro Thr Met Thr Pro Ile Thr Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Thr Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin Thr 
42 2 Pro Thr Thr Thr Pro Ile Ser Thr Thr Thr Thr Val Thr Pro Th r Pro Thr Pro Thr Gly Thr Gin Thr 

Figure 5 : A : Unités nucléotidiques répétitives des clones de mucines intestinales [79]. 

B : Unités peptidiques répétitives des clones de mucines intestinales. 
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En 1990, cette même équipe a localisé à partir de ces clones, le gène MUC2, sur le 

chromosome 11 en p 15 [91]. Des études de liaisons génétiques sur des familles du CEPH 

(Centre d'Etude du Polymorphisme Humain) ont révélé une liaison entre MUC2 et les gènes 

HRAS, INS, TH et HBBC de la région llp15. 

Ce gène est caractérisé par une expression typique en continuum d'ARNm. Il s'exprime 

à la fois dans l'intestin grêle, le côlon et les voies aériennes [92, 93]. 

Ce gène contient au moins deux domaines répétitifs majeurs [94]. Le plus grand de ces 

domaines contient environ une centaine de "tandem repeats" identiques à ceux décrits 

précédemment, de 23 acides aminés. L'analyse biochimique de cette séquence indique que 

78% des thréonines sont glycosylées dans cette mucine [95]. On peut donc s'attendre à ce que 

cette région de 2300 acides aminés contienne approximativement 1000 chaînes 

oligosaccharidiques. 

La seconde région répétitive de 347 résidus se caractérise par une grande richesse en 

résidus de thréonine. Sa séquence diffère des autres séquences répétitives de mucines; elle est 

composée de plusieurs "tandems" de longueur variable de 7 à 40 résidus. 

Le domaine C-terminal de MUC2 de 984 résidus contient 9% de résidus de cystéine 

[96]. La séquence du domaine N-terminal n'est pas encore connue. 

La mucine issue du gène MUC2 contient donc plus de 4500 acides aminés. Elle est 

formée de deux domaines riches en cystéine de part et d'autre de la région centrale répétitive 

(Figure 6) . 

• MUC3 

La banque d'ADNe de jéjunum humain qui a permis d'isoler MUC2 a également 

été criblée à l'aide d'un autre immunsérum, dirigé contre l'axe peptidique de mucines 

intestinales humaines "saines". Gum et coll. ont ainsi isolé deux clones d'ADNe partiels (SIB 

124,139) [80] caractérisés, eux aussi, par une organisation en domaines répétitifs. Le domaine 

élémentaire est différent du précédent, il comporte 51 nucléotides, soit 17 acides aminés. 

Le gène correspondant à ces ADNe partiels est localisé sur le chromosome 7 en q22 

[97], il répond à la dénomination de MUC3. Malheureusement, la connaissance de MUC3 se 

limite actuellement à la description de ses "tandem repeats". 
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Figure 6: Schéma de l'organisation de la mucine issue du gène MUC2 

d'après N. W. Toribara [94). 
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L'analyse par Northern blot de l'ensemble de ces sondes intestinales, qu'elles 

proviennent de l'un ou l'autre gène, montre une très large hétérogénéité des ARNm codant 

pour ces mucines visualisée sous forme de continuum ou "smear". 

Avant mon arrivée au laboratoire, l'équipe à laquelle je me suis intégrée avait déjà 

commencé, depuis 1989, l'étude des apomucines trachéobronchiques humaines par les 

techniques de biologie moléculaire {Figure 7) [37, 98-100]. Le criblage d'une banque d'ADNe 

de muqueuse trachéobronchique humaine grâce à un immunsérum polyclonal dirigé contre un 

mélange "équimolaire" de glycopeptides de mucines neutres, sialylées et sulfatées, tous 

déglycosylés chimiquement, avait permis d'extraire une vingtaine de clones [101]. Certains de 

ces clones avaient été séquencés, et ainsi révélé différents types d'organisations peptidiques, 

toujours basées sur un motif répétitif La nomenclature proposée par le HGM comportait la 

distinction entre MUC4 et MUC5 car deux chromosomes distincts étaient concernés. Mais à 

l'intérieur du groupe "MUC5", trois sous-groupes étaient distingués MUC5A, MUC5B, 

MUC5C dans la mesure où aucune information ne permettait de prédire s'il s'agissait d'un, de 

deux ou de trois gènes distincts . 

• MUC4 

Le clone ADNe JER64 (1,83kb) possède un arrangement répétitif d'un domaine 

peptidique de 16 acides aminés, soit 48 nucléotides [81]. Les domaines ne sont pas 

rigoureusement analogues, néanmoins 8 positions sont parfaitement conservées d'un domaine 

à l'autre {Figure 8). La sonde JER64 a permis par hybridation in situ de localiser le gène 

MUC4 correspondant sur le chromosome 3, en q29 [81]. La sonde JER64 a détecté un 

important polymorphisme de restriction avec toutes les enzymes analysées (Barn ID, Hind III, 

Pst 1, Eco RI et Taq 1) [102]. Le polymorphisme observé de type "variable number of tandem 

repeats" (VNTR) est en rapport avec la présence de séquences nucléotidiques répétées en 

tandem dans le gène MUC4. 

• MUC5A 

Le clone d'ADNe JER47 a posé des problèmes de sous-clonage et de séquençage, 

pendant longtemps, seules les séquences des deux extrêmités étaient connues {Figure 8). Elles 

sont constituées de séquences peptidiques déduites, très riches en thréonine mais non 

organisées en "tandem repeats". La séquence peptidique TR-3A décrite par ROSE [51] sur 

des préparations peptidiques issues de mucines trachéobronchiques humaines y est présente. 
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Criblage d'une banque d'ADNe en Àgt 10 
de muqueuse trachéale humaine 

Figure 7 : Stratégie utilisée par notre équipe pour l'étude des apomucines 

trachéobronchiques humaines. 
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Le gène MUCSA correspondant à l'ADNe JER47 est localisé, par hybridation in situ, 

sur le chromosome lien piS [103]. La sonde JER47 détecte par analyse en Southern blot de 

lignées somatiques hybrides (homme/rongeur), une bande majeure Barn ID/Barn ID de 2Ikb, 

localisée sur le chromosome Il et également une bande mineure de 4kb localisée sur le 

chromosome 13. Le fragment mineur correspond probablement à une séquence apparentée 

aux mucines trachéales [103] présente sur ce chromosome 13. 

• MUC5B 

Deux clones JER57 (1.83kb) et JER28 (0.56kb) de séquences peptidiques déduites 

différentes, isolés de l'immunocriblage de la banque ADNe de muqueuse trachéobronchique 

humaine, présentent le même motif répétitif dégénéré de 87 nucléotides, soit 29 acides aminés 

[83]. Le criblage d'une banque en ÀgtlO, à l'aide de la sonde JER57, a permis d'isoler deux 

autres clones, JUL7 et JULIO, codant pour des peptides différents mais toujours organisés à 

partir du même domaine nucléotidique primaire. 

Ces quatre clones sont caractérisés au niveau nucléique par une structure répétitive 

dégénérée et au niveau peptidique par une alternance de zones potentiellement glycosylables et 

de zones nues. Cette image des mucines était suspectée depuis longtemps mais les premiers 

résultats concernant la séquence primaire de ces macromolécules ne décrivaient jusqu'à 

présent que des séquences répétitives hautement glycosylables. Cette alternance peptidique 

dérive en réalité de la dégénérescence des "tandem repeats" modifiant le cadre de lecture de 

l'ARNm. Elle concerne des mutations ponctuelles d'un tandem à l'autre et également des 

insertions et délétions qui modifient la longueur du domaine [83]. Jusqu'à maintenant les 

séquences de mucines décrites MUCI, MUC2, MUC3, MUC4 et MUCSC présentaient une 

homologie presque parfaite entre les répétitions et une constance dans la longueur de ces 

répétitions. Ces quatre clones de la famille MUC5B ont donc suscité au sein du groupe un vif 

intérêt du fait de leurs particularités nucléiques et peptidiques. C'est pourquoi, lors de mon 

arrivée dans cette équipe, on me confia l'étude de l'organisation génomique de ces clones. 

La connaissance génomique de JER57 se limitait en 1990 à sa localisation 

chromosomique. Comme MUC2 et MUCSA, JER57 est localisé en llpl5, il définit ainsi le 

locus MUCSB [103]. 



A 

B 

15 21 27 33 39 45 
l t 1 ! ! [ 1 

l ACT !'CC TC-'. C':"~ '!CC ;.:::A CGC CAC c;::: ;...~:; 7C7 C7T CC':' C:'C ACC G.;: 
.; 9 ACT TCC TCA GCA 7CC ACA ;.G:- c.;c G.:.:: .......... 7C':' C':'T CC": G7C ACT c;.: 
97 ACT TCC 7CA GCA !'CC ;..ç;. AG':' CAC CCC ACC TC't' C':'T C:'-:' G7C .>..CC GA: 

145 GCT TCC TCA GTA '!'CC ACA GG7 G.\C ACC ACC CCT C':'T CC:' GTC ACC c;.: 
19 J ACT TCC TCA GCA. TCC ACA GG7 G;.c ;..cc ACÇ CCT C:'T CA-: GTC ACC GAC 
2 41 GCT TCC TC.\ GiA TCC .\CA GG:' c;..ç CCC ACC CC:' C':''r CA:' GTC ACC ;...:;: 
289 C':'T TCC TCA GTA TCC ACA GG':' CAC ACC ACG CCT C':'"r CC':' G7C AC:' ;.,:;;:: 
337 CC:' TCC TCA GCA 7CC ':'CA c:;:- CAC G:::: :..c: ':'C':' C77 CC:' G:'C ACC GA: 
385 GCT TCC TCA CTC TCC ACA GG':' CAC GCC ACC TCT C:'':' CA":' G':'C ACC G.!.: 
03 GC-; TCC TCA G7A TCC ;..ç;.. GG':' ç;.ç G:::.: ;..::: C:T C77 CA':' G:'C ACC c;..,:: 
.;91 GCT TCC TO. GCA !CC ACA GG.: CAC ACC ;..ç:: TCT C77 CC:' GTC ACC GAC 
529 GCT TCC TCA GTA TCC ;..ç;; GG:' GAC A.CC AC:C CC:' C77 CC:' G7C ACC GA: 
577 ACT TCC TC.\ GCA TCC ACA CG! G;;c ACC ACC CC! C77 CA.':' GTC ACC c;..: 
625 GCT TCC TCA GTA TCC .i\CA CG':' CAC G:;:: ;..çç CC! C:'T CA7 GTC ACC AG: 
67) CTT !CC TCA GTA TC:: ACA CG7 GAC ;..c::: ;..ç.:; CC:- C7T CC':' GTC ;.ç:- ;..c: 
721 CCT TCC !'CA cc;., TCC !CA CGT CAC G:C ;;cc TC:' C7T CCT GTC ;..çç :::;;..: 
769 GCT TCC TCA GTG TCC ACA GC:' CAÇ.GCC ;..:::::.c 7C7 C':'T CC:' G:C ACC ;..;: 
817 CCT TCC TCA GCA TCC iCi GGT CAC GCC AC: "!"Ci C7T CC7 CTC ACC ;..::;: 
865 CTT TCC '!'CA C":"C TCC ACA GGT CAC G:: AC: CC7 C77 CC7 G7C io.CC ;...:;: 
913 CrT TCC rCA GCA TCC }.CA GC7 CAC CCC ACC c::r C:'"!' CC7 G7C ACC GAC 
9 61 ACT TCC TCA G!A ~C: ACA :::;:::;: c;..c CCC. A.'CC :::: c:: CT:' GTC .!..CC G;.: 

1009 GCT TCC TCA GTA TCC ;..ç;.. GG: c;.c CCC ACC: CCT C77 CA7 GrC ACC c;;..; 
1057 GC:' TCC r:;; G""J:'A 7CC ;..::;;. ::;::;; c;;.: ;..:: ;..;,:::; CC:' C:-7 CC7 G7C ;..::: ;...:;: 
1105 CCT TCC TCA GCA TCC ;..cA CC:' CAC ;..ç:; ACC CC7 CT:' CC:' GTC ACC GAC 

g~i ~2~ i~~ ~~~ ~i~ ~2~ ~~~ ;~~ ~~~ 2~~ ~~~ i~~ ~~~ ~~~ ~~~ ~~~ ~î~ 
1249 ACT TCC TCA G!"}. !CC ACA AGC CAC CCC ACC 7C7 C7T CCT GTC ACC GA: 
1291 CCT TCC TCA GCA !CC ACA CGT CAC ;..::;: AC: CC! C':"T CC':" GTC ACC GAC 

î~;~ ~~~ ~2~ ~~~ g~~ i2~ ~~~ ;g; ~~~ g~~ ~~~ ~~~ 2~~ ~2~ g;~ ~~~ g~~ 
~::; ~2; ~2~ ~2~ ~2~ ~2~ ;~~ ~~~ ~~~ g~~ ~~~ 2~~ 2~~ g~~ g~2 ~~~ ~~~ 
15)1 A.CT TCC TCA GCA. TCC ACA C~T ç;,.c AC': AC: C:T C7':" CA":' G:C AC': ;..;:;: 
1585 CCT TCC 1ÇA GCA TCC A.CA CC:- CAC CCC ACC CC! C!T CC! G!C ACC AG·: 

î ~i ~ ~2; i22 ~~~ g~~ i~2 ~~~ 2~~ ~;~ ~~~ ~~~ ~~; ~~~ ~~~ g~2 ~~~ g~~ 
1129 ACT TCC TCA GCA TCC ACA CG! CAC G:::: ;..:;:: c:r C77 C!T G:'C ACC G;.: 
1771 ACT TCC -;C;.. GCA TCC A':A C~; ChC GC: AC: CCT C"!':'" CC7 G7C ACC GA: 
1825 >.cr rcc 
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Jhr 1er )••r Alv )cr Tl"· s,~r ll•s 1\1.1 i!1r :;cr LC'11 !..cu 'io1: .\;::~ 

AI.J :..er:.,,.,. 'I-d :.er lill Gly A'.l.l lhr lhr l'rll leu l'ru '/,JI lhr 1\',L• 

Thr Ser S~·r Ala Ser Thr Gly Asp Thr Thr Pro Leu Mis '/al i~r .:..so 

1\l.l ')cr $,.r 'l.d '1er Tlrr r,Jy IIi•, AI-t Thr l'ru l••u ll1r, '1,!1 l'tr 
lM 

Le•J Ser S!'r '/al Ser Thr Gly ~so Th:- i"l .. ?ro Leu ,rn 'ial ~':!r 

Pro Scr c:;,.r Al.l ';cr Scr t;Jy llis Alot Thr ':o:>r Leu l'rn '/-tl .. !'! .. !<.;~ 

AJa Ser Ser leu Ser Thr Gly His Ala Thr Ser Leu His Val T~r,.:..s::: 
AJa 'icr Ser Vo~l Ser Thr Gly His ,\Ja Thr leu Lo'tl itis '/al ":"'\r .:.<;., 

,\JaSer Ser Ala Ser Tnr Gly His Thr Thr Ser Leu ?re ·:al ~~-- .!s;~ 

AJa Ser SerVal Ser Thr Gly Aso T~r T'1r ?ro Leu Pre ",':il 
100 

";" .. ~ :. s: 

Thr Ser Ser A!a Ser Thr Gly Asp ihr ":"nr Pro leu H1s 'lai 

AJd Scr Scr VJI Scr Thr Gly HIS Ald Thr Pro l~u H1s '.'~1 5er 

Leu Ser Ser V~! Scr Th .. Gly Asp Thr ":"hr Pro L~u ?ro ·:al ~~,. 

Pro Ser Scr ,,J,l Ser Ser Gly ftis :.ia Thr Ser Leu Pro '•'al =-s:o 

Ala Ser Ser '/al Ser Thr Gly His AlJ ihr 

Pro Scr Scr f1l-1 S'!r Ser ;ly .:.s;1 ·~la ihr 

leu Ser S~r Le•1 Scr Tnr Gly H1s .:..la ihr 

Ser L cu P""o '1 al 

Ser ll"t> ;•ro ·:,J 
~00 

Pro leu ? re ., ~ l 

; .. ~ 

Leu Ser Ser Ala Ser Thr Gly His A1a ihr Pro Leu ?ro 'la1 .. ;::: 

Ala Ser SerVal Ser T~r GlJ -lrs !.la r.,,.. Pro :.eu 'tis ·~a1 ls:-

Ala Ser Scr V,sl Ser Ttl'· Gly -l.s;J Thr i'lr Pr~ leu Pro ~·a: 

Pro Ser Ser Ala Ser Tnr Gly "-sp inr T1r ,,.0 Leu Pro ;al 

ihr Ser Scr Val 5er Thr Gly !osp ihr 7hr Pro Leu leu '1~1 

Thr Ser Ser Val Ser Thr Ser His Ala ihr Ser leu Pro fal 

Thr Ser Ser· Val Ser Thr Ser .'lis .l\a i-.r Ser Leu Pro V~l ";"~~ !.s: 

Pro Ser Ser· AJa Ser Thr Gly J.sp ihr 7'"r ,ro :.eu Pro '/al i-;r .:.s: 

Thr Ser Ser '1 a J Ser Thr Ser H î s A 1 a Ser Leu Pro '1 a 1 ;., .. l s:;; 

;:: ~:~ ~::: ::: ~:: ;~: !~: ::: ::: ~:: !:: ~:~ ::: ::: ~::1::~ 
Thr Scr Ser ~~0a Ser Thr Gly His !!la T"1r Pro Le·; Le•; 'lai ~s:
Thr Ser Ser· Ala Ser rn.- Gly ~is T'\r 7"1r Pro Leu f.lis ·:~1 

Pro Ser Se•· AJa Ser Thr Gly His Ala 7hr ?ro le:J ?ro "la~ i"lr S~r 

Pro Ser Ser Ala Ser Thr Ser clis .l.\a Ser leu i'ro ·:a 1 

Thr Ser Ser Ala Ser T!':r GJy Hrs .ila Thr Pro le·; Leu ·tal ~~ .. :.s:~ 

Thr Ser Ser AJa Ser Thr Gly His Ali! ihr Pro leu leu 'la! 7'-.r,.:.s;~ 

"' Thr Ser Ser Ali! Ser Thr Gly 1-t1s Al a Thr ;:Jro Le·; :>ro 'la1 i~--. l>J 

Thr Ser 

10 20 30 40 50 60 

1 1 1 1 1 1 
CCAAAGACCAGCACAAGCCATGTTTCCATATCCAAGACAACCCACTCCCAACCAGTCACCAGAGACTGT 
ProLysThrSerThrSerHisValSerileSerLysThrThrHisSerGlnProValThrArgAspCys 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
CATCTCCGGTGCACCTGGACC~~GTGGTTTGACGTAGACTTCCCATCCCCTGGACCCCACGGCGGGGAC 
HisLeuArgCysThrTrpThrLysTrpPheAspValAspPheProSerProGlyProHisGlyGlyAsp 

140 150 160 

1 1 1 
AAGGGAAACCTACAACAACATCATCAGG 
LysGlyAsnLeuGlnGlnHisHisGln 

10 20 30 40 50 60 

1 1 1 1 . 1 1 
CCCAAAGGCTGCCCCGTGACCTCCACATCTGTGACAGCTCCTAGCACCCCTAGTGGGAGAGCCACCAGC 
ProLysGlycysProValThrSerThrSerValThrAlaProSerThrProSerGlyArgAlaThrSer 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
CCAACTCAGAGCACCTCCTCTTGGCAGAAATCCAGGACAACCACTTTGGTGACAAGCAGCATAACCTCC 
ProThrGlnSerThrSerSerTrpGlnLysSerArgThrThrThrLeuValThrSerSerileThrSer 

140 150 160 170 

1 1 1 1 
ACTACACAGACCAGCACAACCTCTGCCCCTACAAG 
ThrThrGlnThrSerThrThrSerAlaProThr 

Figure 8 : Séquences nucléotidiques et peptidiques déduites de clones de mucines 

trachéobronchiques. 

A : JER64 (MUC4) 

B : JER47 (MUC5A). 
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• MUC5C 

Parmi les 20 clones isolés de la banque d'ADNe, sept clones (JER36, 51, 54, 55, 58, 

61 et 63) séquencés ou partiellement séquencés présentent une séquence répétée en tandem de 

8 acides aminés de type TTSTTSAP plus ou moins conservée. Le locus correspondant 

MUC5C est lui aussi localisé en llpl5 [103]. 

Les sondes de mucines trachéobronchiques comme celles de mucines intestinales 

manifestent une expression tissulaire originale qui toujours revêt l'aspect "inédit" d'un large 

continuum d'ARNm . 

• MUC6 

La dernière sonde d'ADNe de mucine humaine a été isolée récemment en 1993, par le 

groupe de San Francisco [84]. A partir d'une banque d'ADNe commerciale préparée en 

vecteur d'expression à partir d'estomac humain, un clone a été isolé par immunocriblage. Sa 

structure nucléotidique, elle aussi répétitive, de 507 paires de bases, code pour un domaine 

peptidique de 169 acides aminés. II s 'agit du plus long domaine peptidique décrit. 

Cette séquence s'hybride, elle aussi, au chromosome 11 en pl5 [84]. 

De ces premières études de clones d'ADNe, il ressort qu'il existe une grande 

hétérogénéité structurale des axes peptidiques des mucines humaines qui présentent 

cependant, quelques caractéristiques communes. Le peptide primaire semble divisé en trois 

régions: 

- les régions N- et C-terminales ne sont pas fortement 0-glycosylées et contiennent 

tous les sites de N-glycosylation et tous les résidus de cystéine; elles sont constituées d'une 

séquence unique. 

- la région centrale est formée de séquences répétées en "tandem" et possède tous les 

sites potentiellement 0-glycosylables. 

Cette subdivision des polypeptides de mucines est en accord avec les résultats des 

études de digestions protéolytiques. Toutes les mucines étudiées présentaient un glycopeptide 

résistant à la protéolyse, contenant les 0-glycannes et une partie sensible à la protéolyse où 

étaient retrouvés les résidus de cystéine. Seules les mucines cervicales et trachéobronchiques 

font exception à ce modèle, par le fait qu'elles possèdent plus d'une touffe de glycosylation 

(Figure 3). Cette caractéristique est maintenant confirmée pour les mucmes 

trachéobronchiques humaines par la séquence peptidique déduite de MUC5B qui démontre 

une alternance de zones glycosylables et de zones nues. 

---------



38 

C. EXPRESSION DES GENES DE MUCINES 

1) expression tissulaire 

L'analyse de l'expression tissulaire par Northern blot montre pour l'ensemble des 

sondes, à l'exception de MUCI, une extrême hétérogénéité en nombre et en taille de transcrits. 

Le profil d'hybridation montre un continuum de plus de 20 kb à moins de 1 kb, d'une parfaite 

homogénéité, sans que l'on puisse deviner la moindre bande discrète. Cette homogénéité de 

signal est conservée même dans des conditions de stringence maximale. Elle est la même que 

l'expression soit forte (observable en quelques heures d'exposition autoradiographique) ou 

faible (décelable après plusieurs jours). Ces observations suscitent deux types 

d'interrogations: artefacts?, mécanisme génétique d'expression nouveau? 

L'expression semble, avec la plupart des sondes, obéir à une loi du tout ou rien 

expression très intense ou alors très faible selon le tissu étudié. 

2) expression cellulaire 

L'étude par hybridation in situ utilisant des sondes oligonucléotidiques marquées 

au soufre 3 5 et correspondant à chacun des gènes de mucines a été réalisée au laboratoire 

(104]. Il a ainsi pu être démontré une spécificité cellulaire de l'expression de ces gènes : par 

exemple, MUC4 s'exprime indifféremment dans les cellules caliciformes et les glandes 

mucipares de la plupart des muqueuses, alors que, au contraire, MUC5B a une expression 

tissulaire limitée aux glandes sous-maxillaires et aux bronches, et une expression cellulaire 

limitée aux glandes. 

L'ensemble des résultats sont compilés dans le tableau VI suivant : 



Tableau VI : Profil d'hybridation in situ des gènes MUC sur les muqueuses humaines 
d'après J. P. Audié [104]. 

SONDES 

MUQUEUSES MUC2 MUCJ MUC4 MUC5B MUC5C 
HUMAINES 

GI. SOUS-MAXILLAIRES - - - ++ -

BRONCHE E: ++ E· .- E: ++ E .- E +++ 
Gl:- Gl:- Gl: ++ Gl:++ Gl: +++ 

FUNDUS E:- E: + E: + E .- E :++++ 
Gl:- Gl:- Gl:- Gl:- Gl: -

ANTRE E· E: ++ E + E .- E :++++ 
GI: + Gl: + Gl:- Gl:- Gl: -

JEJUNUM E : ++++ E : +++ E + E .- E -
Gl: ++++ Gl:- GI: + Gl:- Gl: -

ILEON E : ++++ E: +++ E: + E· .- E -
Gl: ++++ Gl:- Gl: + Gl:- Gl: -

COLON E : ++++ E + E: + E .- E -
Gl: ++++ Gl:- Gl: + Gl:- Gl: -

ENDOCOL E: + E· .- E: ++ E: + E ++ 
Gl: + Gl:- Gl: ++ Gl: + Gl: ++ 

E : épithélium Gl: glandes 

Remarque : l'étude de MUC6 est en cours. 
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D. GENES DE MUCINES 

Actuellement, en fonction des localisations chromosomiques au moins quatre gènes de 

mucines humaines sont suspectés, sept, si l'on considère les profils d•expression tissulaire; et 

on peut supposer que la découverte de sondes de mucines gastriques (dont la recherche est en 

cours dans notre laboratoire) ou de mucines cervicales puisse encore élever ce chiffre. 

Tableau VTI: Localisation chromosomique des différents gènes de mucines humaines. 

Gène mu cine Localisation Année Auteurs Ref 

MU Cl membranaire lq21-q24 1987 Swallow D.M. et al [89] 

MUC2 intestinale llp15 1989 Griffiths B. et al [91] 

MUC3 intestinale 7q22 1990 Gum J.R. et al [97] 

MUC4 trachéobronchique 3q29 1991 Porchet N. et al [102] 

MUCSA 

MUCSB llp15 

MUCSC trachéobronchique 1990 V.C.Nguyen et al [103] 

MUCSL 13 

MUC6 gastrique llp15 1993 Toribara N. et al [84] 

Sur ces 7 gènes potentiels, plusieurs seraient localisés en llp15. Les clones d1ADNc 

correspondant à MUC5A, MUC5B et MUC5C, MUC2, MUC6 sont caractérisés par une 

séquence peptidique différente et possèdent chacun, une expression tissulaire qui leur est 

propre. Pourtant, ils ont tous la même localisation génomique en Il p 15. Sont-ils tous issus 

d•un même gène volumineux dont l'expression serait différente d•une muqueuse à l'autre; ce qui 

impliquerait de nombreux promoteurs, un épissage alternatif complexe ? ou sont-ils chacun 

issus d•un gène différent soumis à une régulation tissulaire propre? La vérité se situe-t-elle 

entre ces deux extrêmes ? Plus simplement, ceci pose la question : combien y a-t-il de gènes de 

mucines en llpl5? 



41 

Ces multiples questions, le fait que potentiellement plusieurs gènes de mucines soient 

concentrés en llp15, nous ont incités à étudier plus particulièrement cette région du génome 

humain. L'étude cartographique de cette région a donc fait l'objet d'une grande partie de mon 

travail de thèse. 

Les gènes MUC1, MUC2 et MUC4, les seuls pour lesquels une étude génétique de 

polymorphisme ait été effectuée, ont révélé un important polymorphisme de restriction. Ce 

polymorphisme semble dû à la variation, d'un sujet à l'autre, du nombre des "tandem repeats" 

(VNTR). Ces variations génétiques dans le nombre de nucléotides répétés ont déjà été décrites 

pour des séquences d'ADN "minisatellite" non-codantes, fréquemment trouvées dans les 

génomes eucaryotes [105]. Les séquences répétées des mucines sont uniques par le fait 

qu'elles font partie de la séquence codante du gène. Dans MUC1, toutes les répétitions sont 

situées dans un exon [86]. Le seul autre exemple de gène humain qui soit caractérisé par un tel 

polymorphisme, dû à la présence de séquences répétées en tandems, sont les gènes de la 

famille des P.R.P (protéines riches en proline) [106-109]. Ces gènes localisés sur le 

chromosome 12 sont formés de 5 à 15 tandems de 63 nucléotides, tous situés dans un exon. 

Ils montrent un polymorphisme inter-individuel, probablement dû à des événements de 

crossing-over inégaux, semblables à ceux postulés pour l'ADN "minisatellite". 

Les variations alléliques des gènes de mucines seraient également la conséquence 

d'évènements de crossing-over dans les séquences répétées. Ces événements affecteraient 

uniquement le nombre de répétitions. En fonction des allèles, le nombre de tandems peut 

varier énormément. Pour MUC1, par exemple, il a été observé en fonction des allèles, 20 à 

125 tandems. Swallow et Coll. ont démontré que les variations alléliques du gène MUC1 

corrélaient directement avec le polymorphisme protéique [88]. Les variations du nombre de 

tandems vont modifier la taille du polypeptide et la longueur de la région glycosylée, deux 

facteurs responsables de la propriété des mucines à former un gel. Le polymorphisme des 

gènes de mucines affecteraient donc les propriétés rhéologiques du mucus. Ce polymorphisme 

pourrait également être utilisé comme marqueur RFLP associé aux pathologies des gènes de 

voisinage en 11 p 15 : susceptibilité au cancer, maladies métaboliques, maladies mentales. 



42 

IV. LE CHROMOSOME 11 ET SA REGION 11P15 

A. LE CHROMOSOME 11 

Le chromosome 11 est l'un des plus étudiés après les chromosomes 1 et X.: 153 gènes 

clonés y ont été recensés par le HGM11 (Londres 1991 ). En effet, le chromosome 11 est 

connu pour contenir de nombreux gènes responsables de maladies génétiques ou des gènes de 

susceptibilité aux maladies mentales, métaboliques, au cancer. 

Trois régions 11p15, 11pl3, 11q23 sont porteuses de gènes impliqués dans la 

croissance et la différenciation cellulaire. Des mutations germinales en font des gènes de 

susceptibilité au cancer, des mutations somatiques : délétions, pertes d'allèles, duplications, 

translocations, déclenchent le processus de tumorigénèse. A la fois des oncogènes, des gènes 

suppresseurs de tumeurs, des facteurs de croissance, sont concernés par ces anomalies 

chromosomiques~ un certain nombre de ces gènes sont encore à cloner. 

Ces gènes qui suscitent un grand intérêt dans le monde médical et scientifique sont à 

l'origine de la recherche de nouveaux marqueurs tout le long du chromosome afin de 

construire une carte à la fois physique et cytogénétique qui contribuerait ainsi à la 

caractérisation moléculaire de ces gènes. C'est dans cette optique que Hori et coll. ont isolé 

168 marqueurs cosmidiques [110] et Gerhard et coll. 1001 nouveaux marqueurs du 

chromosome 11 (1992) [111]. Les équipes du CEPH et du Généthon dans le cadre du 

programme "Génome Humain" ont publié [112-114], en 1992, pour le chromosome 11, 72 

nouveaux loci couvrant ainsi 161 cM sur les 245cM, longueur génétique estimée du 

chromosome 11. Sa taille physique est de 144Mb, il y a donc 1 marqueur toutes les 2Mb 

(Figures 9 et 10). 

B. LA REGION 11P15 : CARTOGRAPHIE 

La région 11p15, en situation télomérique, est particulièrement riche en gènes comme 

d'ailleurs toutes les régions télomériques [116]; elle est la région du chromosome la plus 

impliquée dans les phénomènes tumoraux et les maladies génétiques. 



-------------------, - --------------- L--iiiiLQT-11p15.5 
ffi'~~g~e de Romano-Ward, 

~rt~~o~icfs~~-~alassémies. etc ... (O.Hb, cha. 

~~P~r~~;r6·f~~ ~~mlliale 
1--i!-_-_ -__ -_-_-_·-_ -__ -_------·-11/11 ~~~~~~! d! 1~i~~~-R~-~i~k (D.sphingomyélinase) 

----------------fi LDHA- ~ 1p151-Q14 

(Ef:~ib~~~~-~~~~~~g~énase A) 

-,_-

Afo!2- 11p13 
amrid1e 

..... -· .. --~ ~f~~ 1S6~~~ FSH 

CAT-11p13 
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Figure 9 : Carte des locus morbides du chromosome 11 humain 

d'après J. C. Kaplan [115]. 
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Figure 10: Bras court du chromosome 11 humain 

d'après C. Junien et V. Van Heyningen[ll7] (HGM 11. Londres 1991). 

Les loci soulignés sont soumis à une empreinte parentale. 
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les marqueurs de référence de la région Il pIS sont, du télomère vers le 

centromère [117] : 

121], 

HRAS plS.S oncogène H. RAS 

INS p1S.S insuline 

D1IS4S4 p1S.S ) sondes anonymes 
D11S12 p1S.S 

HBB p1S.S ~globine 

PTH p1S.2- 1S.1 parathormone 

Les autres gènes identifiés et localisés dans cette région sont : 

- le locus de la tyrosine hydroxylase (TH) et le locus de l'IGF2 situés à proximité du 

locus INS [118], 

- le locus de l'inhibiteur de ribonucléase (RNH) situé à 90 kb de HRAS [119, 120, 

-le locus du récepteur D4 de la dopamine (DRD4) distal de 2cM de HRAS [122], 

-un gène apparenté au gène de la kératine riche en soufre (KRN1L) localisé en 

11p1S.S [123], 

-un gène de protéine lymphocytaire (PNIA4) localisé en 11p1S [124], 

-le gène de la sphingomyélinase (SMPD1) localisé en p1S.4- 1S.1 [12S] 

-le gène de la cathepsine D localisé en 11p1S.S [126]. 

Les ADNe MUCSA, SB, SC ont été localisés en 11p15 (p15.3- p15.5) par hybridation 

in situ [103]. 

L'ADNe MUC2 a également été localisé par hybridation in situ en 11p15. Par analyse 

de liaison génétique, il a pu être localisé précisément à proximité des loci INS et TH (0% de 

recombinaison méïotique) alors que les loci HRAS et HBB sont plus éloignés [91] 

(Figure 11). 

Les cartes comparées du chromosome 11 humain et des régions homologues de la 

souris montrent qu'il existe 5 groupes synténiques correspondant au bras court du 

chromosome 11 (Figure 12) [ 117]. Cela signifie qu'il existe une conservation en terme de 

distances physiques mais aussi d'organisation, de fonctionnalité, peut être de régulation, au 

cours de l'évolution pour les gènes d'un même groupe. Le gène de mucine MUC2, pourrait 

donc se situer dans le groupe synténique désigné par THIIGF2/H19 (Figure 12). 



46 

Télomère Centromère 

4-----/ ;-
2cM 3cM 15 c:\1 

Figure 11 : Schéma de la région llp15.5 d'après C. Junien et V. Van 

Heyningen [117]. 
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Figure 12 : Carte comparative du chromosome 11 humain et des régions 

homologues chez la souris d'après C. Junien et V. Van Heyningen [117]. 

Chaque rectangle différent représente un groupe synténique conservé. 
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C. LA REGION 11P15 : GENETIQUE 

Trois grandes disciplines médicales sont intéressées par la génétique de la région 

11 p 15 : endocrinologie, psychiâtrie, cancérologie. 

Le polymorphisme du gène IGF2, la région VNTR située en amont du promoteur du 

gène de l'insuline apportent des marqueurs de prédisposition au diabète, à l'obésité [127]. Les 

anomalies génétiques affectant les gènes de la parathormone et de la calcitonine relèvent de la 

cancérologie. 

Le polymorphisme du gène de la tyrosine hydroxylase, du gène du récepteur D4 de la 

dopamine de même que d'autres loci non identifiés entre HRAS et INS semblent impliqués 

dans les maladies mentales : schizophrénie, autisme, syndromes dépressifs, retards mentaux 

[128, 129]. 

Le cadre cancérologique est de loin le plus intéressé par les anomalies génétiques 

survenant dans la région 11 p 15 : 

Rétinoblastome 
Ostéosarcome 
Néphroblastome 

Rhabdomyosarcome 
Corticosurrénalome 
Hépatoblastome 
Cancer de la vessie 
Von Hippel Lindau 
Cancer rénal 
Neurinome de l'acoustique (NF2) 
Méningiome 
Neurofibromatose 
MEN2A 
Cancer médullaire thyroïde 
Phéochromocytome 
MENI 
Insulinome 
Polypose colique familial (F AP) 
Carcinome colorcctal 
Cancer du sein 
Cancer du poumon 

à petites cellules 
autres types 

Mélanome 

(WAGR) 
(BWS) 
(familiale) 
(BWS) 
(BWS) 
(BWS) 

Sclérose tubéreuse de Bourneville (TSC) 
Ataxie télangiectasie (AT) 

Gène de 
prédisposition 

13ql4 
13ql4 

llp13 
llp15 

16q 
llp15 
llp15 
llp15 

? 
3p 

22q 

17qll 
lOq 

llq 

5q21 

? 
? 

1 
9q, llq 

llg 

Pertes 
d'allèles 

13ql4 
13ql4 

llpl3, llp15 
llp15 
llp15 
llp15 
llp15 
llp15 
llp15 
llp15 

3p 

22q 

lp 
lp,22 

llq 

5q, 17p, 18p,22 
13q, llp 

3p, 13q, 17p 
3p (13q, 17p) 

multiples 

Tableau vm : Localisation des gènes de susceptibilité au cancer, associés ou non à un 

syndrome malformatif, et pertes d'allèles dans les tumeurs [130]. 
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L'analyse de liaison génétique a permis de définir l'existence de nombreux oncogènes 

(H.RAS) ou gènes suppresseurs de tumeurs (antioncogène 3, ADCR, BCCR3). D'autres n'ont 

pas encore été clonés ou n'ont pas reçu de localisation physique précise : 

1) Les gènes WTl et WT2 

Le locus WT 1 ( 11 p 13) et WT2 ( 11 p 15. 5) [ 131] sont impliqués simultanément dans 

des mécanismes d'initiation et de progression tumorale responsables de : 

- la tumeur de Wilms (WT) ou néphroblastome de l'enfant, 

- le syndrome de Beckwith-Wiedeman (BWS), caractérisé par un syndrome 

malformatif multi-organe associé à une prédisposition au cancer (néphroblastome, 

corticosurrénalome, hépatome, rhabdomyosarcome) [132], 

- le néphrome mésoblastique congénital, autre tumeur infantile, 

- le syndrome W A GR, c'est à dire associant aniridie, malformations génito-urinaires 

et retard mental [ 13 3]. 

Ces gènes WT1 et WT2 pourraient être des gènes suppresseurs de tumeurs. Selon la 

théorie de Knudson, un premier événement germinal constituerait une susceptibilité au cancer, 

transmise génétiquement, le deuxième événement somatique déclencherait le processus de 

tumorigénèse [134]. Un troisième gène WT3 localisé sur le chromosome 16 [135] participerait 

aussi à cette cascade d'évènements [136]. 

Gènes concernés 

mutations mutations somatiques 
germinales ~perte d'allèles surexpression 

WT Familiaux WT3 WT2 

WT Bilatéraux WT2+WTI? 

WAGR WTI WT2 

BWS WT2 WT2 

WT Sporadiques WT2+WTI 

Népbroblastome congénital ? ? IGF2 

Ces gènes ou d'autres gènes suppresseurs de tumeurs localisés en 11 p 15 pourraient 

être également responsables de rhabdomyosarcome embryonnaire [137], carcinome de la 
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corticosurrénale [138] observés de façon sporadique ou familiale, pouvant être associés ou 

non au syndrome de Beck.with-Wied eman. 

2) Autres oncogènes ou gènes suppresseurs de tumeurs 

Tumeurs de la vessie : des mutations de l'oncogène H.RAS amst que des pertes 

d'hétérozygotie en llpl5 leur sont fréquemment associées [139]. 

Tumeurs mammaires : des pertes d'allèles, translocations, délétions dans la région de 

H.RAS sont observées chez l'homme et chez le rat (tumeurs expérimentales) [140]. 

Cancers du poumon : (carcinome à cellules squameuses, cancer à petites cellules, 

cancers non à petites cellules) : des pertes d'allèles en llp15, près du locus IGF2, ou près du 

locus de la tumeur de Wilms sont observées [141, 142]. 

Tumeurs neuroendocriniennes : l'activation de l'oncogène Ttg1 (llp15) serait 

impliquée dans la genèse de ces tumeurs [143]. 

Tumeurs parathyro·idiennes, thyro·idiennes : l'activation d'un oncogène situé dans le 

locus DllS 287E serait en cause [144]. Par ailleurs, des réarrangements du gène de la 

parathormone aboutissant à la perte de régulation du gène PTH (llp15.2) ont été observés 

dans des adénomes parathyroïdiens sporadiques ou associés au MEN1 [145]. 

Tumeurs osseuses : plusieurs translocations impliquant toujours la région 11 p 15 ont 

été observées dans les tumeurs osseuses à cellules géantes. 

Leucémies : une famille d'oncogènes des cellules T, les rhombotines, responsables de 

leucémies, ont été localisées en llp15 (Rhom1) et en llp13 (Rhorn2). Une autre classe de 

protéines riches en soufre (gène Ttg2, llp15) constituent aussi des facteurs de croissance 

lymphocytaire [146, 147]. 

Tumeurs cervicales : un gène suppresseur de tumeur HTS 1 voit l'expression de l'un 

de ses trois messagers (l'ARNm de 2.8 kb) disparaître dans certaines lignées de carcinome 

cervical [148]. 

Tumeurs testiculaires : le locus MT ACR1 montre une perte d'hétérozygotie dans de 

nombreux cas de tumeurs testiculaires [149]. 
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3) facteurs de croissance ou de différenciation 

Outre le gène IGF2, des facteurs de croissance et de différenciation, impliqués dans le 

développement embryonnaire des nerfs crâniens et la morphogenèse des muscles squelettiques 

(gène ASMl) ont été localisés en llp15 [150]. Des translocations impliquant la région llp15 

ont pour conséquence sur ces tissus le développement de tumeurs embryonnaires. 

4) Méthylation - empreinte génomique parentale 

La régulation de l'expression des gènes de la région Il p 15 est soumise, à un degré 

élevé, au phénomène de méthylation. Un exemple concret de l'importance de la méthylation 

est celui donné par le gène de la calcitonine (CALCA) situé en llp15 à proximité du locus 

PTH. Le niveau de méthylation de ce gène est un bon marqueur du niveau général de 

méthylation des gènes de la région. Dans certaines leucémies (leucémies aiguës 

myéloblastiques, leucémies myéloïdes chroniques), il existe une bonne corrélation entre 

l'hyperméthylation du gène CALCA et l'accélération de la transformation tumorale [151]. Ce 

phénomène est également observé dans la tumeur de Wilms et le rétinoblastome où la 

méthylation des îlots CpG est associée à la prédisposition du gène à la tumorigénicité [152, 

153]. 

La méthylation intervient également dans un cadre plus complexe de régulation de 

l'expression des gènes de la région llpl5, celui de l'empreinte génomique parentale [130, 

154]. Ce marquage différentiel du génome paternel et maternel affecte la région llpl5 

humaine et chez la souris, le groupe synténique homologue au groupe humain TH-IGF2-Hl9 

[117]. 

Les preuves de ce phénomène sont données par l'observation spécifique de pertes 

d'allèles maternels dans la tumeur de Wilms, le rhabdomyosarcome, le syndrome de Beckwith

Weideman, et de pertes d'allèles paternels dans toutes les tumeurs testiculaires associées à une 

perte d'hétérozygotie des marqueurs du locus MTACRI [149]. 

En conclusion, la région 11 p 15 apparaît comme un point chaud de mutations, 

délétions, réarrangements, observés dans de nombreux types de cancer. En outre, cette région 

comporte un certain nombre d'oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeur interagissant 

entre eux, par les produits des gènes ? par une synergie ou une concertation de régulation ? 
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interagissant également avec des gènes de la région 11 p 13. La méthylation et l'empreinte 

génomique parentale ajoutent encore à la complexité de régulation de cette région. 

Dans ces conditions, comment ne pas imaginer que les gènes "MUC", dont on connaît 

déjà la relation au cancer, et qui sont situés dans cette région, ne soient pas concernés eux 

aussi par les mêmes évènements de mutations ou de dérégulation qui touchent les gènes de 

voisinage? 





STRATEGIE 

Nous avons choisi d'étudier la région llp15 qui rassemble les gènes correspondant aux 

ADNe MUC2, MUCSA, MUCSB, MUCSC et MUC6 et dont le mode d'organisation génomique 

est inconnu. Afin de relier physiquement ces séquences et d'établir ainsi une carte moléculaire de 

cette région, notre recherche a suivi deux axes: 

1. la réalisation d'une mégacartographie de restriction de la région llp15, grâce à des 

enzymes coupant rarement et à la séparation électrophorétique en champ pulsé; 

II. la marche sur le chromosome à l'aide de sondes correspondant à MUCSA, MUCSB, 

MUCSC, pour caractériser l'un des gènes de mucines trachéobronchiques humaines. 

L'élaboration de la stratégie a constitué une partie importante de mon travail de thèse. 

1. MEGACARTOGRAPHIE DE RESTRICTION 

La mégacartographie était une technique toute nouvelle au laboratoire et un domaine 

encore inexploré dans le cas des gènes de mucines. Il a donc fallu dans un premier temps, mettre 

au point cette technique, qui a consisté : 

- à choisir parmi les lignées cellulaires dont nous disposions celles, dont l'analyse de l'ADN 

par électrophorèse en champ pulsé, donnaient des profils interprétables (absence d'anomalie du 

caryotype sur le chromosome 11 en p 15) ; 

- à choisir des endonucléases de restriction permettant de localiser un gène (localisation 

des îlots CpG); 

- à choisir parmi les nombreuses techniques de séparation par électrophorèse en champ 

pulsé la plus adéquate en fonction de la taille des fragments que nous voulions étudier. 



Cette stratégie avait trois objectifs qui étaient de déterminer : le nombre de gènes par le 

nombre d'îlots CpG, la taille de ces gènes, et la distance entre ces gènes. 

Depuis quelques années, des techniques de clonage de grands fragments d'ADN ont été 

développées grâce à l'électrophorèse de l'ADN en champ pulsé. Les nouvelles techniques 

électrophorétiques utilisant un champ pulsé permettent ainsi de faire le lien entre l'étude de 

l'ADN, par analyse génétique (analyse de liaison, cytogénétique), et l'étude de la structure fine de 

nombreux gènes pris individuellement, par les méthodes de clonage (Figure 13). Particulièrement 

dans notre cas, cette technologie établit le lien entre la localisation commune des ADNe de 

mucines en Il p 15 et leurs séquences différentes. 

Ce type d'électrophorèse permet de séparer des molécules d'ADN de grandes tailles, 

pouvant aller actuellement jusqu'à quelques millions de paires de bases avec une très bonne 

résolution. Elles ont d'ores et déjà abouti à l'établissement de cartes précises de régions 

importantes de chromosomes à l'échelle de la mégabase, comme celle du complexe HLA chez 

l'homme [155, 156], de la myopathie de Duchenne [157, 158] et du chromosome 

d'Escherichi.coli [159] de même qu'à la séparation de petits chromosomes comme ceux de la 

levure [160]. 

A. PRINCIPE DE L'ELECTROPHORESE EN CHAMP PULSE 

Les techniques classiques d'électrophorèse sont fondées sur l'effet tamisant des supports 

solides utilisés (gel d'agarose) qui joue le rôle de différentiel de migration, les molécules d'ADN 

étant d'autant plus freinées qu'elles sont plus grandes. II y a alors proportionnalité entre la taille et 

la mobilité des fragments d'ADN [ 161]. Ce type de technique permet de séparer des fragments 

d'ADN de taille pouvant aller jusqu'à quelques milliers, voire quelques dizaines de milliers de 

paires de bases. Au delà de 50 000 pb, la taille des fragments est supérieure au diamètre des plus 

larges pores du support (un fragment de 50 kb a une longueur de 18 microns, les pores d'un gel 

d'agarose à 1 %ont un diamètre de 1 micron). Tout effet de tamisage différentiel est alors annulé, 

et la mobilité électrophorétique de l'ADN ne dépend plus de sa longueur. 

C'est Schwartz et Cantor [162] qui en 1982-83 proposent pour améliorer la séparation des 

grands fragments, de modifier un tout autre paramètre que le support: la nature du champ 

électrique. Ils sont à l'origine de l'électrophorèse en champ pulsé. 
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Au lieu d'un champ électrique unidirectionnel, uniforme et continu, l'électrophorèse pulsée 

utilise deux champs d'orientation différente appliqués de façon alternative. Des électrodes étant 

placées sur les divers côtés de l'appareil utilisé, un pulseur permet d'alterner l'établissement des 

champs électriques et de choisir le temps d'application de chacun d'eux (temps de pulse). Entre 

deux applications successives, les molécules subissent un phénomène de réorientation lié à la 

différence de direction entre les champs. Or, il se trouve que la vitesse de réorientation des 

molécules d'ADN est étroitement liée à leur taille. Plus elle est grande, plus le temps de 

réorientation sera long. 

La durée d'application du champ électrique dans une direction donnée (la durée du pulse) 

a donc deux composantes : l'une de réorientation, au cours de laquelle on peut considérer que la 

molécule ne migre pas, et l'autre, de migration proprement dite (Figure t4). 

a: Les fragments d'ADN s'orientent selon la direction Dt donnée par un champ Et. 

b: Les fragments migrent indépendamment de leur taille suivant la direction D1. 

c: Sous l'effet d'un autre champ électrique E2, les fragments se réorientent selon la 

direction D2. 

d: Migration dans cette nouvelle direction D2. 

Si les deux champs Et et E2 sont sollicités alternativement, les fragments seront forcés à 

migrer selon un cycle: orientation- migration (Dt) 

réorientation - migration (D2) 

La vitesse de migration étant la même pour tous les fragments de grande taille, leur 

séparation dépendra de leur vitesse de réorientation et donc de leur taille. 

L'intervalle de taille pour lequel la séparation des molécules d'ADN est optimale dépend 

du temps de pulse choisi. On doit donc régler ce paramètre en fonction de la taille des molécules 

que l'on tente de séparer: temps de pulse d'autant plus élevé que la taille des molécules à séparer 

est grande. 
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B. CHOIX DE LA TECHNIQUE 

A partir de ces bases théoriques (Figure 15a) se sont différenciées trois techniques 

principales : 

-la technique OFAGE (Orthogonal Field Altemation Gel Electrophoresis) utilise deux champs 

orthogonaux non homogènes alternatifs; l'angle de réorientation est de 90° (Figure 15b) [163]; 

- la technique FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) mise au point par Carle et Oison en 

1986 [164] emploie un champ électrique homogène dont l'angle de réorientation est de 180° 

(Figure ISe); 

- la technique CHEF (Contour-clamped Homogeneous Electric Field) conçue par Chu et coll. 

utilise au contraire de la technique OF AGE des champs alternatifs strictement homogènes, 

orientés à 120° [165] (Figure 15d). L'homogénéité des champs, l'angle de réorientation de 120° et 

la disposition relative des électrodes et du gel entraînent des trajectoires de migration absolument 

droites indépendantes de la position de l'échantillon et permettent des comparaisons très précises 

de plusieurs échantillons analysés simultanément. Cette technique permet encore de séparer des 

fragments dont la taille peut atteindre 12 Mb. Il s'agit de la technique la plus performante 

actuellement, aussi a-t-elle été choisie pour mener à bien notre étude. 

D'autres techniques ont été décrites, mais sont peu utilisées (RFGE, CFGE, PHOGE, 

PACE, ZIFE, SPFGE ... ) Pour une bonne résolution couvrant toutes les gammes de masse 

moléculaire, il est possible sur certains appareillages de panacher les techniques au cours d'une 

même migration, par exemple séparer d'abord les gros fragments en CHEF et séparer ensuite les 

petits fragments en FIGE. 

C. CHOIX DES LIGNEES 

Le choix du matériel biologique de départ a été guidé, vers des lignées cellulaires en 

culture, par le fait que nous ne disposions pas, en quantité suffisante, de tissus ou de sang frais 

d'un seul sujet. Grâce à notre collaboration avec le groupe de J. P. Kerkaert de l'Unité INSERM 

124, un certain nombre de lignées cellulaires dont les principales caractéristiques sont résumées 

dans le tableau ci-dessous ont pu être choisies. Il s'agit de lignées lymphoblastiques, 
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érythroblastiques ou épithéliales dont le caryotype ne comporte aucune anomalie cytogénétique 

liée au chromosome Il en p 15 : 

Lignée Caractéristiques Caryotype Références 

HBLIOO épithéliale mammaire humaine normal HTB124 (ATCC) 

Karpas lymphoblastique B t(4; 11) (q21 ; q23) et t(14; 18) (166] 

K562 érythroblastique trisomie du Il et t(9; 22) CCL243 (ATCC) 

170 lymphoblastique B normal INSERMU 124 

194 lymEhoblastigue B normal INSERMU 124 

Une caractéristique commune à toutes ces lignées est le fait que l'on observe un taux 

important de méthylation des îlots CpG correspondant à des gènes dont la fonction est non 

essentielle pour la croissance des cellules en culture. Dans de telles lignées établies depuis 

longtemps, plus de la moitié des îlots CpG sont méthylés [167]. Ce phénomène est moins 

important dans des lignées lymphoblastiques nouvellement établies. 

La méthylation des îlots CpG les rend résistants à l'hydrolyse par les enzymes de 

restriction à site de coupure rare [ 168] et produit ainsi pour ces lignées cellulaires des profils de 

digestion partielle. Ceci ne facilite pas la localisation des îlots CpG et donc des gènes; mais 

favorise en revanche l'obtention de fragments partiels de grande taille qui permettent d'étendre la 

carte à grande échelle au delà des îlots CpG normalement coupés. 

D. PREPARATIONDUMATERIEL 

Il faut noter au préalable que quelque soit la technique employée, l'électrophorèse en 

champ pulsé, nécessite un soin particulier quant à l'homogénéité ionique du tampon 

d'électrophorèse et au maintien d'une température constante tout au long de l'expérience. 

La qualité de l'analyse par cette technique va dépendre, entre autres, de la qualité des 

fragments. Aussi faut-il éviter les forces de cisaillement intervenant au cours des divers stades de 

préparation en incluant l'échantillon biologique dans de l'agarose qui joue un rôle protecteur [162, 

169]. Toutes les opérations de lyse des membranes cellulaires ou nucléaires, de déprotéinisation 
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permettant d'extraire l'ADN à l'état pur et de coupures par des enzymes de restriction sont alors 

réalisées dans cette matrice solide. 

E. CHOIX DES ENDONUCLEASES DE RESTRICTION 

La cartographie du génome humain par PFGE nécessite le fractionnement de l'ADN en 

fragments de taille appropriée, c'est à dire compris entre 30 et 10 000 kb. Ceci est réalisable grâce 

à l'utilisation d'enzymes de restriction particulières. En effet, la longueur des fragments générés 

par la majorité des enzymes de restriction est en moyenne deux fois plus petite que ce qu'elle 

devrait être pour pouvoir relier des gènes éloignés les uns des autres sur une région d'un 

chromosome. Tel est le cas pour MUC5B, MUC5A, MUC5C et MUC2, lorsqu'on les étudie par 

Southem blot avec des enzymes classiques; il est impossible de relier ces séquences entre elles. 

Aussi est-il nécessaire d'utiliser des enzymes à sites de coupures relativement rares si l'on souhaite 

établir une cartographie d'une grande région chromosomique. 

Les endonucléases de restriction qui permettent de generer de grands fragments 

reconnaissent de longues séquences (oeta ou hexa-nucléotides) riches en dinucléotides CG (5' 

cytosine phosphate guanine 3'), qui sont rarement distribués dans le génome. En effet, 

l'enchaînement des bases CG est sous-représenté dans le génome humain (25 % seulement de la 

proportion statistique attendue si l'enchaînement des dinucléotides était livré au seul hasard) 

[170]. De plus 80 % des séquences CpG sont méthylables sur la cytosine. Ces deux facteurs font 

que les enzymes sensibles à la méthylation de l'ADN et reconnaissant des sites riches en CpG, 

coupent très rarement, mais pas au hasard [168]. Elles coupent préférentiellement dans des 

régions riches en CpG et non méthylées appelées : "îlots CpG" ou "îlots HTF" (îlot HTF : Hpaii 

Tiny Fragment) [171, 172]. 

La localisation des îlots CpG, d'une taille approximative de 1. 5 kb s'avère intéressante à 

plus d'un titre [173]. Assez fréquents (il y en aurait environ 30 000 par génome haploïde), ils sont 

généralement situés dans la région 5' de gènes. Ils indiquent la présence de gènes car ils leur sont 

presque toujours associés [174]. Ils ont donc un grand intérêt pour aider à repérer des gènes dans 

l'ADN, d'autant plus que leur position est facilement décelable, puisqu'ils concentrent les sites de 

coupure d'enzymes à site rare, très utilisées pour la cartographie à grande échelle de l'ADN [175]. 

Ces structures jouent donc un rôle de balise bien utile lorsque l'on pense que les gènes n'occupent 

que quelques pour cent de l'ADN [176]. Généralement non méthylés, sauf dans le cas du 

chromosome X inactif, de cellules tumorales, de sites fragiles et de lignées cellulaires en culture 
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depuis quelques années, les îlots CpG jouent sans doute un rôle dans l'activité des gènes qui leurs 

sont associés [177]. 

La recherche des îlots CpG constituent une étape indispensable dans "la chasse aux gènes" 

[173, 178, 179]. Cette approche, maintenant classique, a joué un rôle important dans 

l'identification du gène impliqué dans la mucoviscidose [180] et a permis de découvrir douze 

nouveaux gènes dans la vaste région du CMH, chez l'homme [181]. Nous l'avons donc appliquée 

à la cartographie de la région 11 p 15, afin de déterminer le nombre de gènes MUC, ainsi que la 

distance entre ces gènes en se basant sur le nombre d'îlot CpG et la distance qui les sépare. 

De par leurs différentes caractéristiques de coupures, on peut classer les enzymes à 

coupure rare en fonction de la teneur en G et C et du nombre de dinucléotides CpG présents dans 

leur site de reconnaissance. Ce classement est fort intéressant et aide ainsi à faire un choix 

judicieux des enzymes à utiliser pour identifier, localiser des gènes et cartographier une région du 

génome (Tableau IX) [173, 175, 182, 183]. 
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Tableau IX : Classification des enzymes utilisées pour la cartographie du génome humain 

[173]. Ces résultats sont issus de l'étude de 37 îlots CpG humains. 

Enzyme a 

Groupe! 

No ti 
Asci 

Groupe II 

BssHII 
Eagi 
Sacii /Kspl 

Groupe rn 

Nael 
Nad 
Smai 

Groupe IV 

Mlui 
Nrui 
Pvui 
Spll 

Groupe V 

Sali 
Xhol 

Caractéristiques du site 

Nombre (G + C) site 
deCpG 

2 8/8 

2 6/6 

1 6/6 

2 4/6 

1 4/6 

GCGGCCGC 
GGCGCGCC 

GCGCGC 
CGGCCG 
CCGCGG 

GCCGGC 
GGCGCC 
CCCGGG 

ACGCGT 
TCGCGA 
CGATCG 
CGTACG 

GTCGAC 
CTCGAG 

Proportion des 
Îlots CpG Remarques 
reconnus 

93 Pratiquement tous les sites du 
groupe I sont localisés dans les 
îlots CpG, mais seulement une 
minorité des îlots possède un 
de ces sites. 

76 La plupart de ces sites sont 
dans les îlots CpG; Ceux qui 
n'y sont pas sont souvent 
méthylés. Chaque îlot possède 
au moins un site pour une de 
ces enzymes. Un "cluster" de 
ces sites est un bonne preuve de 
la présence d'un îlot CpG. 

41 Comme pour le groupe II, à 
peu prés chaque îlot possède au 
moins un site pour une de ces 
enzymes, mais il existe 
beaucoup plus de sites en 
dehors des îlots CpG, sujets à 
une méthylation variable. 

4 La plupart de ces sites sont en 
dehors des îlots CpG et sont 
sujets à une méthylation 
variable. Ces enzymes sont 
surtout utilisées pour relier 
physiquement des marqueurs 
génétiques entre eux. 

5 Ces enzymes sont utilisées 
comme celles du groupe IV. 

a Toutes les enzymes sont bloquées par la méthylation. 
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Ces divers groupes d'enzymes ont des propriétés distinctes et par conséquent des 

utilisations différentes dans l'analyse du génome. 

Les sites des enzymes du groupe 1 sont localisés exclusivement dans les îlots CpG, mais 

ne sont pas présents dans chaque îlot. L'existence d'un site Notl est donc une preuve solide de la 

présence d'un îlot CpG, mais cette enzyme ne permet pas de localiser tous les îlots. Par la rareté 

de ses sites de reconnaissance dans le génome, cette enzyme est une des plus utilisées pour 

réaliser des cartographies à grande échelle. 

Les enzymes du groupe II sont les plus favorables pour identifier la position des îlots 

CpG, car 75% de leurs sites de reconnaissance sont dans les îlots et que les autres sites sont 

probablement méthylés et par conséquent insensibles à l'hydrolyse. Chaque îlot possède au moins 

un site pour une de ces enzymes. 

Seule une faible proportion des sites des enzymes du groupe rn est associée aux îlots 

CpG. La présence de ces sites peut confirmer l'existence d'un îlot CpG, mais n'est pas suffisante à 

elle seule pour affirmer leur existence. 

Les enzymes Sacll, Nael et Narl coupent à des sites préférentiels qut dépendent de 

l'environnement du site de reconnaissance [New England Biolabs catalog p135 (1991)]. 

La plupart des sites des enzymes du groupe IV sont dans les régions inter-îlots et sont 

sujets à une méthylation variable. Ces enzymes sont cependant utiles pour établir des liaisons 

physiques entre différents marqueurs (linkage), car elles génèrent de grands fragments de 

restriction au delà des îlots CpG. 

En dehors des cinq groupes de cette classification, quelques enzymes récemment 

commercialisées peuvent être aussi très utiles. C'est le cas de l'enzyme Swa 1 ou de Pac 1, dont les 

sites de reconnaissance ne comportent pas de C, G. Ces enzymes, insensibles à la méthylation, 

doivent pouvoir générer des fragments identiques quelque soit le niveau de méthylation des 

lignées et permettre d'obtenir des balises précieuses entre les îlots CpG. 
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F. LES SONDES 

Pour réaliser cette cartographie, nous avons utilisé nos sondes de mucmes 

trachéobronchiques, JER47 (MUC5A), JER57 (MUC5B), JER58 (MUC5C) décrites en détail 

dans le paragraphe suivant et les sondes de mucines digestives MUC2 et MUC6. L'étude 

correspondant à ces deux derniers ADNe a été accomplie d'abord avec des oligonucléotides 48-

merNAU37 et NAU47 dont les séquences sont les suivantes: 

NAU37 : 5' GGT CTG TGT GCC GGT GGG TGT TGG GGT TGG GGT CAC CGT GGT GGT GGT 3' 

(séquence tirée de SMUC41, MUC2) 

NAU47: 5' CAT CTG TGC GTG GGT AGG GGT GAT GAC TGT GTG AGT ACT TGG AGT CAC 3' 

(séquence tirée du clone 642 bp de MUC6) 

puis avec les plasmides recombinants de MUC2 et MUC6, en collaboration avec l'équipe de Y. S. 

Kim du Gastrointestinal Research Laboratory de San Francisco. La sonde MUC6 a été isolée et 

publiée très récemment (1993). Elle n'a malheureusement été en notre possession qu'en juin 

dernier. Les résultats de cartographie de cette région MUC6 sont donc encore assez 

préliminaires. 

Cette étude cartographique a permis de livrer des balises utiles pour le travail de marche 

sur le chromosome. 

II. MARCHE SUR LE CHROMOSOME 

Ce deuxième axe d'étude avait pour objectif de caractériser le ou les gènes de la famille 

des ADNe MUC5, dont nous possédions trois familles de sondes ADNe (JER47, JER57 et 

JER58). 

L'existence d'homologie entre les chromosomes 11 et 13 décelable par la sonde JER47, 

nous a incités à étudier isolément le chromosome Il. Pour cela nous avons tenté la construction 

de 4 banques différentes : 
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- Nous avons envisagé la construction d'une génothèque restreinte à partir d'une lignée 

hybride homme-hamster ne comportant que le chromosome 11 humain. Malheureusement, en 

raison des problèmes de stabilité de cette lignée, le chromosome 11 humain s'est révélé trop sous

représenté par rapport au génome du hamster. Ce matériel a dû être abandonné. 

-Nous avons donc construit une banque génomique restreinte à partir d'une lignée hybride 

homme-souris (lignée 1 W1) contenant les chromosomes 11 et X humains. 

- Nous avons également réalisé une banque génomique restreinte à partir de fragments 

d'ADN génomique humain coupé par BamHI et sélectionnés à la taille moléculaire révélée par la 

sonde JER57 (0.3kb, 1.2- 1.3 kb et 1.7- 1.8 kb). 

- La construction d'une banque génomique totale, chevauchante a enfin été réalisée. 

Seule cette dernière banque a permis l'obtention des clones attendus. Nous ne 

développerons donc que cette méthodologie. 

A. PRINCIPE DE LA MARCHE SUR LE GENOME 

La marche sur le génome permet de relier physiquement sur le chromosome des séquences 

clonées pour obtenir des séquences continues sur plusieurs centaines de kb recouvrant ainsi la 

totalité d'un gène. A l'aide de cette méthode on peut se déplacer de part et d'autre d'une séquence 

clonée, qui sert de point de départ. Les extrémités de cette séquence sont sous-clonées et utilisées 

à leur tour pour cribler une banque chevauchante (Figure 16), les clones génomiques positifs vont 

à leur tour être cartographiés et leurs extrêmités sous-clonées. 

B. CONSTRUCTION D'UNE BANQUE GENOMIQUE CHEVAUCHANTE 

La marche sur le chromosome a comporté plusieurs étapes dont la première a été la 

construction des banques génomiques. Quelque soit le matériel de départ utilisé, le principe de 

construction est le même (Figure 17). 
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Figure 16 : Principe de la marche sur le génome. 
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Figure 17 : Principe de la construction d'une banque génomique en vecteur phagique. 
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1) Fractionnement de l'ADN génomique. L'ADN de haut poids moléculaire est extrait 

dans des conditions particulières, qui minimisent les ruptures mécaniques et l'action des enzymes 

de dégradation. Par la suite, l'ADN à insérer est fractionné par hydrolyse partielle à l'aide d'une 

enzyme à site de restriction tétranucléotidique (Sau 3A), qui coupe par conséquent fréquemment. 

Il est indispensable de réaliser une hydrolyse partielle de l'ADN afin d'obtenir des clones 

chevauchants, condition nécessaire pour appliquer la technique de marche sur le chromosome. 

Les fragments sont ensuite sélectionnés en taille (de 15 à 20 kb) par ultracentrifugation en 

gradient de sucrose. 

2) Préparation du vecteur. Ne connaissant pas la taille du ou des gènes, nous avons 

choisi une méthode classique en vecteur lambdoïde EMBL4, qui peut accepter des insertions 

d'environ 20kb. Après coupure par l'enzyme Bamlll (compatible avec Sau 3A) ses bras droit et 

gauche, qui contiennent l'essentiel de l'information génétique nécessaire à la croissance lytique du 

virus, sont séparés du fragment central (stuffer) par ultracentrifugation en gradient de sucrose. 

Pour une meilleure séparation entre les bras et le stuffer, on réalise au préalable la 

concatémérisation des vecteurs par ligation des sites cos. 

3) Ligation. Les fragments calibrés d'ADN génomique et les bras du vecteur peuvent 

donc être reliés entre eux sous forme de longues molécules concatémériques, qui sont par la suite 

encapsidées in vitro dans des pro-têtes protéiques de bactériophages À. Les bactériophages 

recombinants sont amplifiés dans E. Coli. La banque amplifiée peut être ainsi maintenue à un titre 

élevé pendant plusieurs années et permettre de nombreux tours de criblage. 

Avant de commencer le criblage, il fallait s'assurer que la banque était représentative, c'est 

à dire capable de renfermer au moins une fois l'ensemble des séquences de chacun des gènes. Pour 

cela, il suffit de calculer le nombre minimum de clones nécessaires, en appliquant la formule 

statistique de Clarke et Carbon (1976). 

N = log (1-P) 
log (1-1/n) 

P = Probabilité de présence d'une séquence donnée 

n = longueur du génome 
longueur moyenne des fragments insérés 
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Les clones positifs ont tous été soumis au même protocole d'étude qui comporte les étapes 

suivantes: 

- amplification du clone isolé ; 

- purification ; 

- réalisation de la carte de restriction, par simples et doubles hydrolyses totales ; 

- localisation des exons ; 

- séquençage de ces exons et comparaison des séquences avec les banques internationales 

de données; 

- la dernière étape de ce protocole consiste à effectuer une sonde distale à partir du clone 

de départ, pour à nouveau cribler la banque et isoler ainsi un clone chevauchant. 

C. BANQUE GENOMIQUE EN COSMIDES 

L'avantage des vecteurs cosmidiques est qu'ils peuvent accueillir une quarantaine de kb 

d'ADN génomique. Les premiers résultats de mégacartographie nous ont incités à utiliser une 

banque cosmidique chevauchante (hydrolyse partielle de l'ADN génomique par Mbo I), de façon 

à obtenir chacun des gènes MUC isolés de la région Il p 15 sous la forme d'un ou deux clones. 

Nous avons donc poursuivi notre étude à l'aide d'une banque génomique en vecteur cosmidique 

pWElS (Figure 18), commercialisée par Stratagene. 

6000 

pWE15 
(8 kb) 

SV40 

4000 

Figure 18: Le cosmide pWElS. 

Sali 

Sfil 
Hindlll 
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La technique d'utilisation des cosmides est hybride entre celle des plasmides et celle des 

phages: 

- le cosmide est ouvert par l'enzyme de restriction Barn HI; 

- l'ADN génomique, comme pour la banque phagique, est hydrolysé partiellement par 

une enzyme de restriction à site tétranucléotidique (Mbo 1) compatible avec Barn HI afin de 

générer des fragments partiels d'environ 40kb qui sont ensuite purifiés; 

- après ligation, l'ADN recombinant est empaqueté dans les pro-têtes phagiques; 

- les cosmides recombinants sont également amplifiés par croissance après infection 

dans E. Coli. Les bactéries recombinantes sont sélectionnées sur milieu antibiotique. 

Les clones cosmidiques isolés sont soumis à un protocole d'étude du même type que celui 

des bactériophages mais avec quelques variantes techniques adaptées aux cosmides (Cf 

appendice technique). La réalisation de la carte de restriction de ces clones est complexe, en 

raison de la taille importante de l'insert; il est impossible de placer les sites de restriction par la 

technique classique d'hydrolyse totale. On a donc recours à une technique particulière qui fait 

appel aux caractéristiques même du cosmide, qui sont, l'existence de part et d'autre de l'insert des 

promoteurs T3 et T7 et de deux sites Notl, site de restriction très rare dans l'ADN humain [184]. 

Le principe est le suivant (Figure 19) : 

- double hydrolyse : Notl totale 1 enzyme "X" totale 

- double hydrolyse : Notl totale 1 enzyme "X" partielle 

- électrophorèse des produits de digestion en gel d'agarose. 

- transfert sur membrane 

-hybridation avec les sondes oligonucléotidiques T3, T7. Les sondes T3 et 

T7 permettent d'orienter les fragments de digestion partielle par rapport au vecteur de clonage. 

Cette technique est assez laborieuse car les conditions d'hydrolyse partielle sont délicates 

à mettre au point et parcequ'elles varient en fonction de l'échantillon d'ADN et du lot d'enzyme. 
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Noti Not I 

COSMIDE 5 

7 

10 

hydrolyse totale Not I 

T3 :;>j ,__ __ a _-J-I __ 1o _ ____._ __ 7_..__5___.l ~ T7 

hydrolyse partielle avec l'enzyme "X" 

8 
18 

25 
30 

5 
12 

~T7 22 
30 

électrophorèse 

transfert- hybridation 

T3 T7 

Totale Partiel Totale Partiel 
30-- 30--
25--

22--
18--

12--
8-- 8-- 5-- 5--

Figure 19: Principe de cartographie d'un clone cosmidique pWE15. 
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D. LES SONDES 

Le criblage de ces banques a été réalisé à l'aide des sondes ADNe suivantes, dont toutes 

les caractéristiques sont ici définies : 

1) JER57 

Pour étudier l'organisation génomique de MUC5B, nous avions quatre sondes à notre 

disposition : 

Les 2 clones JER 28 (561 pb) et JER 57 (1830 pb) ont été isolés de la banque d'ADNe de 

muqueuse trachéobronchique humaine en vecteur Àgt 11. 

L'utilisation de JER 57 comme sonde pour le criblage d'une autre banque de la même 

muqueuse, construite en vecteur Àgt 10 a permis de sélectionner deux nouveaux clones JUL 7 

(1630 pb) et JUL 10 (991 pb). Ces quatre clones qui représentent 5 kb de séquence codante ont 

la même organisation nucléotidique en domaines répétitifs présentant entre eux une forte 

homologie (de 71% à 96% ). Néanmoins ces domaines ont la particularité de varier en taille à la 

faveur de délétions ou d'insertions : si le domaine moyen, le plus fréquent, est de 87 pb, le plus 

petit est de 25 pb (JUL7), alors que le plus grand possède 102 pb (JULIO). En outre le clone 

JER 57 possède, à son extrémité 5', une séquence de 207 nucléotides non organisée selon la 

séquence consensus de 87 pb [83] (Figure 20). 

Cette particularité structurale de JER 57 de même que sa longueur (1830 pb) nous ont 

décidés à choisir cet ADNe comme sonde. 

Les autres caractéristiques de cette sonde sont les suivantes : 

• Localisation chromosomique : la localisation en 11 p 15 a été vérifiée par deux 

techniques : l'hybridation in situ et l'utilisation d'un panel de lignées hybrides homme/rongeur 

[103]. 

• Northem blot : L'expression de MUC5B est très "ciblée" et concerne les glandes de la 

sous-muqueuse bronchique et trachéale ainsi que les glandes sous-maxillaires. Ceci est confirmé 

par les résultats d'hybridation in situ. 
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(a) 1 G T G T T C T G C T G C A A C T A C G G C C A C T G C C C A G C A C C C C G G C C A C C A G C T C T A C G G C C A T G C C C 

uJ C C T C C A C T C C G G G G A C G A C C T G G A FE ftM'M§A*Qi@ k Q Ë 
~CCTCCACAGAGCTGGCACCTACAATCAGCCACTACGACTGCAGTCCACTGGATTCCACGGCCAC·CCCGTCTACCCCGGGAACAGCC 

1nCCCCCTCC CAAAGTGCTGACCAGGCCCGCCACCACACCCACAGCCACCAGTTCCAAAGCCACT.TCC 
~~TCCTCCAGTCCAAGGACT~CAACCACCCTTCCAGTGCTGACAAGCACAGCCACCAAATCCACAGCTACCAGCGTTACACCCATCCCC 

31'1 T cc T C C A c c C T T G G G A C C A C C G G G A C C C T C C C A G A A C A G A C CA C 'f#iD Wc A C A C CC G T G G C CA C C A T G T C C A CA A T C 0 A C C C C 
-TCCTCCACTCCGGAGACCACCCACACCTCCACAGTGCTGACCACGAAGGCCACCACGACAAGGGCCACCAGTTCCACGTCCACCCCC 
~TCCTCCACTCCGGGGACGACCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAGCAGCCACTACAACTGCAGGCACTGGCCCCACGGCCACCCCG 
-rccTCCACCCCAGGGACCA~CTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGCCACTACGACTGCGTCCACTGGATCCACGGCCACCCTG 
MrTCCTCCACCCCAGGGACCACCTGGATCCTCACAGAGCCGAGCACTACAGCCACCGTGACGGTGCCCACCGGATCCACAGCCACCGCC 
wlCCTCCACCCAGGCAACTGCTGGCACCCCACATGTGAGCACCACGGCCACGACACCCACAGTCACCAGCTCCAAGCCAC§ j 
~lCCTCCTCAGTCCAGGACTGCAAtTGCCTTCAGCACTGAGAAGCACAGCCACCAACACCCACAGCTACCAGCTTTACAGCCATCCCC 
•TCCTCCTCCCTGG ACCACCTGGACCCGCCTATCACAGACCACCACACCCACGGCC CCATGTCCACAGCCACACCC 
-rccTCCACTCCAGAGACTGTCCACACCTCCACAGTGCT.TACCGCCACGGCCACCACAACCGGGGC CCGGCTCTGTGG CACCCCC 
nnT CC TC CAC CCC AG GA AC AG C TC AC AC TACCA A AG TG C CG AC TACCA CA AC CAC G G C T TC A CA G CAC CcC C 
11., T cc T cC A G cc C A G G GA cG G C AC TC A C G C C TC C A G T G T G GA T CA G C A CA A CC A CC A C ~ C A A C CA C C A C T CC A CG G TG A CC C CC 
1rnTCCTCCATCCCGGGGACCACCCACACCGCCAGAGTGCTGACCACCACCACCACAAC~GTGCCACTGGTTCTATGGCAACACCC 
1mTCCTCTAGCACACAGACCAGTGGTACTCCCCCATCACTGACCACCACGGCCACTACGATCACGGCCACCGGCTCCACCACCAACCCC 
14"TCCTCAACTCCAGGGACAACACCCATCCCCCCAGTGCTGACCAGCACGGCCACCACACCCGCAGCCACCAGCTCCAAAGCCACTTCC 
,,,,JCCTCCAGTCCAAGGACTGCAACCACCCTTCCAGTGCTGACAAGCACAGCCACAAAATCCACAGCTACCAGCTTTACACCCATCCCC 
I~TCCTCACCCTGTGGACCACGTGGACCGTCCG 

CACCCACAACCAGT G 

(b) 1CTGGGCCTCGAGTGCCGTGCCAGCCCAGCCTGG 
~TGTCCCTGGGGGAGTTGGGCCAGGTCGTGGAATGCAGCCTGGACTTTGGCCTGGTCTGCAGGAACCGTGAGCAGGTGGGGAAGrTCA 
mAGATGTGCTTCAACTATGAAATCCGTGTGTTCTGCTGCAACTACGCCACTGCCCC.GCACCCCGGCCACCAGCTCTACGCCATGCCC • 
~TCCTCCACTCCGGGGACGACCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGACCACTACGACTGCATCCACTGGATCCACGGCCACCCCf-@ 
~TCCTCCACCCCGGGAACAGCTCCCCCTCCCAAAGTGCTGACCAGCCCGGCCACCACACCCACAGCCACCAGTTCCAAAGCCACTTCC 

~TCCTCCAGTCCAAGGACTGCAACCACCCTTCCAGTGCTGACAACGACAGCCACCAAATCCACAGCTACCAGGTT&lcACCCATCCCC 
.. , T C C T C C A C C C T T G G G A C C A C C G G GA C C C T C C C A G A A C A G A C C A C A CA C~C C C G T G G C C A C C A T G T C C A C A A T C CA C C C C 
~rTCCTCCACTCCGGAAACCACCCACACCTCCACAGTGCTGACCACGAAGGCCACCACGACAAGGGCCACCAGTTCCACGTCCACCCCC 
u-4 TC CT CC AC TC CG G G GA CG AC C TG GAT CC TC AC AG AG CT GA CC AC AG CA G CC AC TAC A ACT G CA G GA-Cc--@) 
~lTCCTCCACCCCAGGGACCACCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGCCACTACGACTGCGT~CACTGGATCCACGGCCACCCTG 

,.,. T C C T C C A C C C C A G G G A C C A C C T G GA T C C T C A C A G A G C C G A G C A C TA C A G CC A C C G T GA C G G T C~~~ C A C C G GA T C C A C A G C C A C C ~---@) 
maCCTCCACCCAGGCAACTGCTGGCACCC-ACATGTGAGCACCACGGCCACGACACCCACAGTCACCAGCTCCAAAGCCACGTGCCC * 
.,, T C C T C C A G T C C A G G G A C T G C A A C T G C C C T T C C A G CA C T G A GA A G C A C A G CC A C 

1
,.0 A C A C C C A C A G C T A C C A G CT T T A C A G C C A T G~~ 

~~·TCCTCCTCCCTGGGCACCACCTGGACCCGCCTATCACAGACCACCACACCCACCACAGCAACCCTCCTCACTCCAGAGACTGTCCAC 

,, ... AC CT CC AC A GkE'§iMhi $§'W;4M\fli44itï Q@iji~T G CT TAC G CC AC GG CC AC CAC A AC CG G C GA CC f G CT CT G TG G CC AC CCC C 
~~TCCTCCACCCCAGCAACAGCTCACACTACCAAAGTGCCGACTACCACAACCAC GGCTTCACAGCCACCCCC 

::~ ~ ~ ~ ~ 6 ~ ~ ~ ~ 6 ~ ~ ~ ~ ~ 6 g ~ g ~ ~; ~ ~ ~ g ~ 6 ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~: 6 ~ ~ ~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~-& ~ ~ ~ ~ ~-~ ~ ~ ~ ~ ~ ~; ~ ~ ~ ~ ~ 6 ~ 6 6 6 
14•2TCCTCTAGCACACAGACCAGTGGTACTCCCCCATCACTGACCACCACGQCCACTACGATCACGGCCACCGCGTCCACCACCAACC~C 
1'-4t T C C T C A A C T C C A G G G A CA A C A CC C A T C C C C C C A G T G C T G A C C A G C A-~ CC A C C A C A C C C G C A G C C A C C A G CT C C A A A G C A~~ T 
-TCCTCCTCCCCAAGGACTGCAACCACCCTTCCAGTGCTGACAAGCACAGCCACAAAATCCACAGCTACCAGCTTTAtACCCATCCCC 
~~TCCCTCACCCTGTGGACCACGTGGACCGTCCCAGCACAGACCACCACA CCCATGTCCACCATGTCCACAA'TCCACACC 
I~TCCTCTACTCCAGAGACCACCCACACCTCCACG 

G G C CT A CC AT G T C ACACCCACAACCCGT 

tel ~ 1 CCC AC GA AG GC CAC CAC GA CA AG G G CC AC CA TTC CA TG TC CAC CCC C 
uTCCTCCACTCCGGGGATGACCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAGCAGCCbCTACAACTGCAGCCACTGGCCCCATTGCGACCCCG 

u1 TC CT CC A C CCC A G G GA C CAC C TG GA TC C T CA CA GA G CC CA G CAC T A C ~!ml. CC G TG A CG G T G CCC AC CG GA T C CC A G CCC AC C G CC 
tttT CC TC CAC CC G G G GA AC TG CT G G CAC CC TC A A AG TG CT GA CC AG CG A(UC CAC CAC AC CC AC AG TC AT CA G CT CC AG AG CC ACT CCC 
HtTCCTCCAGTCC~GGACTGCAACCGCCCTTCCAGCACTGAGAAGCACAGCCACCACACCCACAGCTACCAGCGTTACAGCCATCCCC 
nt TC TTC C T C C C T BJ1"t G C A C C G C C T G G A C C C G C C TA T C A C A G A C C A C C A C A ~~%-i®§i.f400c C C A C G G C CA C C A T Q T C C A C A G C C A C A C C C 
mT C CT C C A C TC C A G A G A C T G T C C A C A C C T C C A C A G T G C T T A C C A C C A c G G c c A C C A CA A C C A G G G C C A C C ~ ~~ T C T G T G G C C A C C C C C 
ua TC CT CC A C CC C A G GA AC A G C TC A C A C TA C CA A AG T G CC GA C TAC C A cA Ac cA cfa~1p§j~1~f.i G C T T CA C A G C T AC CC CC 
•H TC CT CC A G CCC A Ji G G AC G G C AC TC A CG C C TC CA G T G TG GA T C AG C A CA AC CAC CA CA C C ~ CC AG AG G C T C CA C G G TG AC C C CC 
711 Tc c Tc c A r c c c EIG a G A c c A c c c A c A c c G c c A c A a r a c r a A c c A c c A c c A c cA c A A c r a r~c c c A c r G a r r c rA r a a c A A c A c c c 
naT C CT C T A G CA C A CA G A C C A G T G G T A C C C C C C C A T C A CT G A C C A C C A C G G C CA C T A C G A TC A C A G C C A C C G G C T C CA C C A C C A A C C C C 
'"Tc c Tc A A c Tc c A G G G A c A A c T c c c A TIC c c c c c A G T G cT G A c c A c c A c c G c c A,.C c A cA c c T G c A G c c A c c A G c A G c A c A G T G A c T c c c 
mTCCTCTGCCCTAGGGAGG J 

! 
IT ~ .. 

(dl 

ITCCTCCACCCCAGGGACCACCTGGATCCTCACAGAGCCGAGCACTACAGCCACCGTGACGGGTCCCACCGGATCCACGGCCACCGCC 
• T C C TC CA C C C A G G CA A CT G C T G G C A C C C IIIIIJc A C A T G T G A G C A C C A C G G C C A C G A C A C C C A C A G TC A c C A G C TC CA A A G C C A C T c C c 
mT TC TC CA G TC CA G G GA CT G CA AC CGC C E....1 TC CA G CAC TG AG A AG CAC AG CC AC CAC AC CC AC AG CT AC CA G CT TT AC AG CC AT CCC T 
"' C T C T C C T G G G C A C C A A C T G G A C C G C T A !t'lit C A C A G A C C A C C A C A C C A C G G C C A C ~~T C C A C A G C C A C A c C c 
u.T CC TC CAC TC CA GAG ACT G TC CA C AC C TC CAC CA G TG C T TA CC A CC AC G CC AC ~r 5CG G CT CT G TG G CC AC CC CC 
mT C CT C CA C C C C A G CA A CA G C T C A C A C T A C C A A A G T G C T G A C TA C C A C A A C C A C · G C T T c A C A G C C A C C C C c 
M'TCCTCCAGCCCAGGGACGGCACGCACGCTTCCAGTGTGGATCAGCACAACCACCACACCCACAACCAGAGGTTCC 

Figure 20 : Séquence nucléotidique de JUL 7 (a), séquence nucléotidique 

de JER57 (b), séquence nucléotidique de JULIO (c), séquence 

nucléotidique de JER28 (d). 
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+ Zoo blot : La sonde JER 57 hybride faiblement avec l'ADN de singe macaque. Aucun 

signal n'est perçu avec l'ADN d'espèces mammifères plus éloignées dans l'évolution : rat, souris, 

chien, vache, lapin, ni avec l'ADN de poulet ou de levure. Cette particularité autorisait le criblage 

d'une banque génomique restreinte construite à partir d'une lignée hybride homme/rongeur. 

• Southem blot : La taille des fragments (indiquée dans le tableau ci-dessous en kb) 

obtenus avec quelques enzymes de restriction a permis d'avoir des repères dans le travail de 

marche sur le chromosome : 

Eco RI 

>30 

Xbal 

>30 

Hind III 

25 

Bgl II 

16.5 

BamHI 

1.7 

1.2 

0.3 

Pst I 

1.4 

1.2 

0.9 

Kpnl 

8 

4 

2.3 

0.7 1.7 

Certains enzymes, bien qu'aucune étude systématique n'ait encore été menée, ont 

démontré un polymorphisme de restriction : 

Barn HI : Selon les individus, les trois bandes reperees montrent des différences 

d'intensité ou d'épaisseur laissant suspecter un polymorphisme lié à l'allélisme ou à un 

polymorphisme de restriction de type VNTR déjà décrit pour MUC 1, MUC2, et MUC4 (Figure 

21). 

Kpn 1 : Lorsque l'ADN est coupé par Kpn I, JER57 hybride selon les individus avec des 

fragments de 1.7, 2.1, 2.3 et 8 kb (individu A) ou des fragments de 1.7, 2.1, 2.3, 4 et 8 kb 

(individu B) (Figure 22). L'absence de la bande à 4 kb chez l'individu A peut s'expliquer par 

l'existence d'un site Kpn I suplémentaire qui coupe ce fragment 4 kb en deux fragments de 1.7 et 

2.3 kb qui serait alors plus intense. Or, il est difficile par Southem blot d'apprécier une telle 

différence d'intensité. Cette bande à 4 kb chez l'individu B peut également correspondre à la 

présence d'environ 45 tandems repeats supplémentaires. Dans ce cas la différence observée entre 

les individus A et B serait due à un polymorphisme de type VNTR. 
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Figure 21 : Southern blot de l'ADN de trois individus A, B etC 

hydrolysé par Barn Hl, analysé par la sonde JER57. 
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Figure 22: Southern blot de l'ADN de deux individus A et B 

hydrolysé par Kpn 1, analysé par la sonde JER57. 

77 



78 

• Séquence peptidique déduite : L'organisation en domaines nucléotidiques, dont la 

longueur est modifiée par des insertions ou des délétions d'un nombre variable de nucléotides, a 

pour conséquence dans la plupart des cas, de modifier le cadre de lecture. Il en découle une 

organisation peptidique qui, elle, n'est pas en "tandem repeats". L'agencement observé alterne des 

régions irrégulières en taille, soit, riches en sérine et thréonine, soit, pauvres en acides aminés 

hydroxylés mais riches en proline et histidine (Figure 23). 

2) JER58 

Pour étudier l'organisation génomique de MUC5C, nous avons retenu, comme sonde pour 

le criblage des banques génomiques, JER58. Le choix était facile, tous les clones apparentés à 

cette famille : 

JER 36: 264 pb; 

JER 55 : 180 pb; 

JER 63 : 420 pb. 

JER51: 437 pb; 

JER 61 : 400 pb ; 

JER 54 : 201 pb ; 

JER 58 : 830 pb ; 

ont le même modèle d'agencement en domaines nucléotidiques répétitifs de 24 pb. Les domaines 

ne sont pas homologues à 100 % mais néanmoins, il peut être dégagé une séquence consensus : 

ACC 

T 

ACC 

T 

AGC 
s 

ACA 

T 

ACC 

T 

JER 58 est la plus longue sonde de cette famille (Figure 24). 

Les autres caractéristiques de cette sonde sont : 

TCT 
s 

GCT 
A 

CCT 
p 

• Localisation chromosomique : La localisation chromosomique identique à celle de 

JER57, en 11p15 a été vérifiée par deux techniques différentes : l'hybridation en Southern blot, à 

l'ADN d'un panel de lignées hybrides homme-rongeur, et l'hybridation in situ (marquage au 

tritium) sur chromosomes en métaphase [103]. 

• Northem blot : L'expression tissulaire de MUC5C concerne la sphère trachéobronchique 

et digestive haute (muqueuse gastrique). 



1 

Leu Gly Leu Glu Cys Arg Ala S~r Pro Ala Trp Cys Pro Trp Gly 
SŒH Trp Ala Arg SŒH T~H Asn Ala Ala Trp Tfru Leu Ala Trp §(S:r 

Ala Gly Tfru Val SŒHArg Trp Gly SŒ1irSŒ1irArg Cys Ala SŒHThr 
Met Lys S~r Val Cys S~r Ala Ala Tlhr Tlhr Pro Leu Pro Gin His 
Pro Gly His Gin Leu Tyr Ala Met Pro Srsr §rsr Tlhr Pro Gly Tlhr 
Tlhr Trp lie Leu~ Tlh r Glu Leu Tlhr Tlhr Tlhr Asp His Tyr Asp Cys 

2 S~r Pro Ssr Gin Srsr Ala Asp Gin Pro Gly His His Thr His S~r 

{

lie His Trp lie His Gly His Pro Val Leu His Pro Gly Asn §~ r 

His Gin Phe Gin §~ r His Phe Leu Leu Gin §rs ~ Lys Asp Cys Asn 
His Pro S~r Ssr Ala Asp Asn Asp Ssr His Gin lie His S®r Tyr 

1 

2 

Gin Val Thr Pro lie Pro S®r S~r Thr Leu Gly Thr Thr Gly Thr 
Leu Pro Glu Gin Thr Thr His Pro Val Ala Thr Met Ssr Thr lie 
His Pro S s r § ~ r Th r Pro G 1 u Th r Th r His Th r S s r Th r V al Leu 
Thr Thr Lys Ala Thr Thr Thr Arg Ala Thr S~r S®r Thr S~r Thr 
Pro SŒH Ssr Thr Pro Gly Tlhr Thr Trp Ile Leu Thr Glu Leu Thr 
Thr Ala Ala Thr Thr Tlhr Ala Gly Pro §sr §sr Thr Pro Gly Thr 
Thr Trp lie Leu Thr Glu Leu Thr Thr Thr Ala Thr Tlhr Thr Ala 
§er Thr Gly §er Thr Ala Tlhr Leu §sr §sr Thr Pro Gly Thr Thr 
Trp lie Leu Thr Glu Pro §sr Thr Tlhr Ala Tlhr Val Tlhr Val Pro 
Pro Asp Pro Gin Pro Pro Pro Pro Pro Arg Gin Leu Leu Ala Pro 
Thr Cys Glu His His Gly His Asp Tlhr His §sr His Gin Leu Gin 
S~r His Val Pro §sr S<€1r S®r Pro Gly Thr Ala Thr Ala Leu Pro 
Ala Leu Arg §sr Thr Ala Thr Thr Pro Thr Ala Thr Ser Phe Thr 
Ala Met Ala Leu Leu Leu Pro Gly His His Leu Asp Pro Pro lie 
Thr Asp His His Thr His Gly Leu Pro Cys Pro Gin Gin Pro Ssr 
Ss r Leu Gin Arg Leu §sr Tlhr Pro Pro Gin Cys Leu Arg His Gly 
His His Asn Arg Arg Pro Ala Leu Trp Pro Pro Pro Pro Pro Pro 
Gin Gin Gin Leu Thr Leu Pro Lys Cys Arg Leu Pro Gin Pro Arg 
Leu His Sor His Pro Leu Leu Gin Pro Arg Asp Gly Thr His Ala 
S® r §® r Val Asp Gin His Asn His His Tlhr His Asn His His Th r 
His Asn Pro Trp Leu His Gly Asp Pro Leu Leu His Pro Gly Asp 
His Pro His Arg Gin S sr Al a Asp His His His His Asn Cys Al a 

{

Tihr Gly Ser Met Ala Tlhr Pro Ser Ser Ser Thr Gin trlhlU' Ser Gly 
1 Tlhr Pro Pro §sr Leu Tlhr Tlhr Tlhr Ala Thr Tlhr lie Thr Ala Thr 

Ala S®r Thr Thr Asn Pro S<8'r Srsr Thr Pro Gly Thr Thr Pro lie 
2 {Pro Pro Val Leu Thr SŒH §®r His His Thr Arg S®r His Gin Leu 

Gin S~r Thr S<8>r §~Sr Ssr SŒH Pro Arg lrllùU' Ala Thr Tlhr Leu Pro 
Val Leu Thr S®r Thr Ala Thr Lys S®r Thr Ala Thr §sr Phe Thr 
Pro Ile Pro S®r Leu Tfrllr Leu Trp Thr Thr Trp Thr Val Pro Ala 
Gin Thr Thr Thr Pro Met Ser Thr Met S®r Tlhr lie His Thr Ssr 
§sr Thr Pro Glu Thr Thr His Thr §r::H Thr 

1 

Figure 23 : Séquence peptidique de JER57. 

Alternance de domaines hydrophiles 1 hydrophobes. 
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A 3 9 15 21 27 33 39 45 
1 1 1 1 1 1 1 1 

1 CCC TCG GCT CCT ACA ACC AGC ACA ACT TCT GGT CCT GGA ACT ACC 
46 CCA AGC CCT GTT CCC ACG ACC AGC ACA ACC TCT GCC CCT ACA ACA 
<ji AGA ACA ACT TCT GCT CCT AAA AGC AGC ACA ACC TCT GCC GCT ACA 

136 ACC AGC ACA ACC TCT· GGT CCT GAA ACT ACT CCT AGA CCT GTT CCT 
181 ACC ACC AGC ACA ACC TCT TCT CCT ACA ACC AGC ACA ACC TCT GCT 
226 CCT ACA ACC AGC ACA ACC TCT GCT TCT ACA ACC AGC ACA ACC TCT 
271 GGT GCT GGA ACT ACT CCC AGC CCT GTT CCC ACC ACC AGC ACA ACC 
316 TCT GCT CCT ACA ACC AGA ACA ACC TCT GCC CCT ATA AGC AGC ACA 
361 ACC TCT GCC ACT ACA ACC AGC ACA ACC TCT GGT CCT GGA ACT ACT 
406 ccc AGC CCT GTT CCT ACC ACG AGC ACA ACC TCT GCT CCT ACA ACC 
451 AGC ACA ACC TCT GGT CCT GGA ACT ACT ccc AGT GCT GTT CCC ACC 
496 ACC AGT ATA ACC TCT GTA CCT ACA ACC AGT ACA AAC TCT GCC CCT 
541 ATA AGC AGC ACA ACC TCT GCC ACT ACA ACC AGT AGA ATC TCT GGT 
586 CCT GAA ACT ACT CCC AGC CCT GTT CCT ACC GCC AGC ACA ACC TCT 
631 GCT TCT ACA ACT AGC ACA ACC TCT GGT CCT GGA ACT ACT CCC AGC 
676 CCT GTT CCT ACC AC:C AGC ACA ATC TCT GTT CCT ACC ACC AGC ACA 
721 ACT TCT GCT TCT ACA ACC AGC ACA ACC TCT GCT TCT ACA ACC AGC 
766 ACA ACC TCT GGT CCT GGA ACT ACT CCC AGC CCT GTT ccc ACC ACC 
811 AGC ACA ACC TCT GCT ccc ACA ACA AGC G 

B 
1 Pro Ser Al a Pro 
5 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 

13 Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 
21 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
29 Thr Thr Arg Thr Thr Ser Al a Pro 
37 Lys Ser Ser Thr Thr Ser Al a Al a 
45 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 
53 Glu Thr Thr Pro Arg Pro Val Pro 
61 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Ser Pro 
69 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
77 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Ser 
85 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Al a 
93 Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 

1 01 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
109 Thr Thr Arg Thr Thr Ser Al a Pro 
117 Ile Ser Ser Thr Thr Ser Al a Thr 
125 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 
133 Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 
141 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
149 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 
157 Gly Thr Thr Pro Ser Al a Val Pro 
165 Thr Thr Ser Ile Thr Ser Val Pro 
173 Thr Thr Ser Thr Asn Ser Al a Pro 
181 lie Ser Ser Thr Thr Ser Al a Thr 
189 Thr Tl1r Ser Arg lie Ser Gly Pro 
197 Glu Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 
205 Thr Al a Ser Thr Thr Ser Al a Ser 
213 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 
221 Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 
229 Thr Thr Ser Thr Ile Ser Val Pro 
237 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Ser 
245 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Ser 
253 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Gly Pro 
261 Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Pro 
269 Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
277 Thr Thr Ser 

Figure 24 : Séquence nucléotidique (A) et peptidique (B) de JER58. 
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• Zoo blot : La sonde JER58 s'hybride avec l'ADN humain bien sûr, mais aussi avec 

l'ADN de singe macaque. L'ADN des autres espèces étudiées (rat, souris, chien, vache, lapin, 

poulet, levure) n'est pas reconnu. 

• Southern blot : Quelques enzymes de restriction couramment utilisées en cartographie 

livrent les fragments suivants (indiqués en kb) avec la sonde JER 58 (Figure 25): 

Eco RI 

29 

Bamm 
21 ou 19 

Hindm 

22 ou 20 

Xbal 

22 ou 20 

Pst 1 

8 

Kpnl 

14 

Un polymorphisme de restriction interindividuel a pu être décelé par les enzymes Barn Ill, 

Xba 1 et Hind III. 

Il est à noter que la sonde JER 47 (MUC5A) reconnaît les mêmes fragments que JER 58 

avec toutes les enzymes. Ceci laisse supposer qu'il s'agit du même gène ou de gènes très proches 

(fragment Pst 1 commun de 8 kb ). 

• Séquence peptidique déduite : L'ensemble des séquences peptidiques déduites des 

séquences de type "24 pb" sont présentées sur la figure 26. Les motifs "TTSTTSAP", les plus 

représentés, sont en gras. Quelques variantes sur ce modèle : TTSTTSTP, TTRTTSAS, 

TASTTSGP, sont retrouvées plusieurs fois. 



A 8 

.. 

2? 2" 22 22 8 29 21 22 22 8 
19 20 20 

Figure 25: Southern blot de l'ADN de deux individus A et B, 

analysé par la sonde JER58. 
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JERJ6 JER55 JER58 
PQSTSSWQ RTPSPVP PSAP 
RSRTTTLV TTSTTSAP TTSTTSGP 
TTSTTSTP TTRTTSAS GTTPSPVP 
QTSTTYAH TASTTSGP TTSTTSAP 
TTSTTSAP GSTPSPVP TTRTTSAP 
TARTTSAP TTSTTSAP KSSTTSAA 
TTRTTSAS ITSMTSGP TTSTTSGP 
PASTTSGP GTTPR ETTPRPVP 
GNTPSPVP TTSTTSSP 
TTSTISAP JER61-5 TTSTTSAP 
TTSITSAP WVL TTSTTSAS 

ELLPALSP TTSTTSGA 
JER51 TTSTTSAP GTTPSPVP 
RPTSGP TTRTTSAS TTSTTSAP 

GTTPSPVP TASTTSGP TTRTTSAP 
TTSTTSAP GSTPSPVP ISSTTSAT 
ITSTTSGP TTSTTSAP TTSTTSGP 
GSTPSPVP TTRTTPAS GTTPSPVP 
TTSTTSAP TASTTSGP TTSTTSAP 
TTSTTSCL GTTPA TTSTTSGP 

GTTPSAVP 
JER54 JER61-7 TTSITSVP 

PSTTPAS TPAQPLLL TTSTNSAP 
IPSTTSAP QTRTTSAS ISSTTSAT 
TTSTTSAP TASTTSGP TTSRISGP 
TTSTTSAP GSTPSPVP ETTPSPVP 
TTSTTSTP TTSTTSAP TAS TT SAS 
QTTTSSAP TTRTTPAS TTSTTSGP 
TSSTTSAP TASTTSGP GTTPSPVP 
TTSTTLCP GTTPSPVP TTSTISVP 
YNQV TTSTTSAS TTSTTSAS 

TTSTTSAS 
TTSTTSGP 
GTTPSPVP 
TTSTTSAP 
TTS 

Figure 26 : Séquences peptidiques déduites des séquences 

de type répétitif de 24 pb. 
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JER63 
RTTSTP 

QTTTSSAP 
TSSTTSAP 
TTSTISAP 
TTSTISAP 
TTSTTSAP 
TAS TT SAP 
TSTTSSAP 
TTNTTSAP 
TTSTTSAP 
ITSTISAP 
TTSTTSTP 
QTSTISSP 
TTSTTSTP 
QTSTTSSP 
TTSTTSAP 
TTSTTSAP 
TTSTTS 
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RESULTATS 

1. MEGACARTOGRAPHIE DE RESTRICTION 

A. LES LIGNEES 

Les lignées dont nous disposions, étaient des lignées établies depuis quelques années donc 

théoriquement fortement méthylées. Dans ces lignées, non seulement les régions inter-îlots étaient 

susceptibles d'être méthylées mais aussi les îlots eux-mêmes, ce qui risquait de compliquer la 

cartographie des îlots CpG. Nous nous attendions par conséquent à obtenir des profils 

d'hydrolyse partielle dans lesquels le polymorphisme pouvait encore ajouter à la complexité. 

Aussi, nous avons, dans un premier temps, préféré mener une étude cartographique comparative 

sur le plus grand nombre de lignées possibles (HBL100, Karpas, K562, 170, 194). Nous avons 

également, pour tenter de lever le problème de la méthylation, utilisé une lignée cultivée en 

présence de 5 aza-cytidine, (analogue non méthylable de la cytidine). Il s'agit de la lignée Karpas. 

Si l'on prend l'exemple de l'analyse par Southern blot de l'hydrolyse Not I sur les quatre 

lignées K562, 170, Karpas et HBL100 testées avec les sondes MUC5A, MUC5B et MUC5C 

(Figure 27), on observe pour chacune des lignées un profil différent. Le fait qu'il existe plusieurs 

bandes de mêmes tailles mais qui varient en intensité d'une lignée à l'autre confirme l'existence 

d'un degré de méthylation variable. On peut également observer que l'hydrolyse des lignées K562 

et 170 favorise l'apparition de plus petits fragments alors que l'hydrolyse des lignées Karpas et 

surtout HBL100 génère une majorité de grands fragments partiels. 

L'ensemble de ces premières études réalisées avec de nombreuses enzymes, nous a permis 

de classer approximativement ces lignées, à partir des profils d'hydrolyse, en fonction de leur 

niveau de méthylation : 

- HBL 100 et Karpas sont très fortement méthylées, 

- 170 et 194 sont moyennement méthylées 

- K562 est peu méthylée. 

Ce classement a ainsi facilité notre étude dans le choix ultérieur des lignées. 



'1 UC 5B 

----- dépôt -----

--- -- 585 kb -----

----- 385 kb -----

----- 320 kb -----

----- 245 kb -----
----- 220 kb -----

----- 1 0 kb -----

65 kb -----

40 kb -----

MUC5A C 

Figure 27 : Séparation par électrophorèse en champ pulsé de l'ADN des lignées 

(K562, 170, Karpas, HBLlOO) hydrolysé par Not 1. 

Analyse en Southern blot à l'aide des sondes MUCSA, MUCSB et MUCSC. 

85 



86 

Dans un deuxième temps, nous avons utilisé plus particulièrement deux lignées : 194 et 

K562. La lignée 194 a permis d'obtenir un profil d'hydrolyse partielle, permettant de relier des 

séquences d'ADNe sur un même fragment, alors que, après digestion complète, elles se trouvaient 

sur des fragments différents. La lignée K562 a, quant à elle, donné des profils d'hydrolyse quasi

totale pour certaines enzymes, permettant de visualiser les plus petits fragments hybridés avec 

chacune des sondes. 

B. LES ENZYMES 

1) Groupe I: Nous avons utilisé les enzymes Asc I et Not 1 

D'après la littérature, la taille moyenne estimée d'un fragment Not I 1 Not I issu de 

l'hydrolyse totale de l'ADN génomique humain est de 625 kb [182]. Dans notre étude, la digestion 

totale par l'enzyme Not I a fourni des fragments de petites tailles 160, 180, 40 kb hybridant 

respectivement avec les sondes MUC2, MUC5B, MUC5A et MUC5C. Ceci laissait déjà entrevoir 

la présence de nombreux îlots CpG et par conséquent de nombreux gènes. 

La forte sensibilité des sites Not I à la méthylation a favorisé la génération de grands 

fragments partiels lors de l'hydrolyse de lignées telles que Karpas et HBL100. Ainsi l'ensemble 

des sondes a pu être visualisé comme s'hybridant à un même fragment partiel de 585 kb. 

L'hydrolyse Asc I a fourni un fragment partiel de 350 kb hybridant avec les sondes MUC2, 

MUC5A et MUC5C. 

2) Groupe II et III: Nous avons utilisé les enzymes Bss HI/, Sac II, Ksp I et Nar 1 

La coïncidence de deux ou plusieurs sites de coupure par des enzymes du groupe TI et Ill 

permet d'identifier un îlot CpG. Ceci se matérialise par l'observation que plusieurs enzymes de ces 

groupes livrent des fragments de tailles identiques. Le regroupement d'un certain nombre de ces 

sites a donc constitué un critère important à la localisation des îlots CpG sur notre cartographie. 

Les enzymes Sac II et Ksp I qui possèdent le même site de reconnaissance, ont donné des 

profils d'hydrolyse identiques. 
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3) Groupe IV: Nous avons utilisé les enzymes Mlu 1 et Nru 1. 

Les sites de coupure de ces enzymes sont en majeure partie situés en dehors des îlots CpG 

et sont par conséquent souvent méthylés. Ces enzymes sensibles à la méthylation nous ont permis 

d'obtenir de grands fragments partiels s'hybridant à toutes les sondes : l'hydrolyse Nru I génère un 

fragment de 800 kb qui hybride avec chacune des sondes. L'hydrolyse Mlu I, sur les lignées les 

plus méthylées, génère un fragment partiel de 450 kb hybridant avec toutes les sondes ; par 

contre, sur la lignée K562, Mlu I divise ce fragment de 450 kb en trois fragments de 110, 140 et 

25 kb qui hybrident respectivement avec MUC2, MUC5B, MUC5A et MUC5C, dissociant ainsi 

les fragments reconnus par les quatre sondes. 

4) Nous avons également utilisé les enzymes Swa 1, Spe 1 et Ssp 1. 

Toutes les enzymes décrites précédemment, de par leur site de reconnaissance riche en 

dinucléotides CG, sont sensibles à la méthylation. D'autre part, les lignées utilisées ont des taux de 

méthylation variables. Le concours de ces deux phénomènes a ainsi généré des profils d'hydrolyse 

divers et complexes en fonction des lignées. Il nous a alors paru nécessaire d'avoir recours à 

quelques sites de référence qui soient identiques d'une lignée à l'autre. Nous avons pour cela 

utilisé des enzymes plus récemment commercialisées, insensibles à la méthylation de l'ADN (leur 

site de reconnaissance ne comportant que A et T) et coupant rarement ( Swa I, Spe I et Ssp I) . 

L'hydrolyse par Swa I produit un profil simple et identique quelle que soit la lignée 

(Figure 28). Les sites Swa I, trois sites identifiés dans la région étudiée, ont constitué le point de 

départ de la construction de la mégacarte. 

Les hydrolyses Spe I et Ssp I réalisées sur plusieurs lignées ont donné des fragments 

multiples et de très petites tailles difficiles à localiser par électrophorèse en champ pulsé. Il ne 

nous a pas été possible de positionner précisément ces différents sites. 



--- dépôt -----

----- 220 kb -----

----- 180 kb -----

MUC2 MUC5ABC 

Figure 28 : Séparation par électrophorèse en champ pulsé de l'ADN des lignées 

K562, 194, HBLlOO et Karpas hydrolysé par Swa 1. 
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C. RESULTATS 

Les tailles des fragments révélés par chacune des sondes étudiées par Southem blot, 

utilisant l'ADN des différentes lignées, hydrolysé par les enzymes citées précédemment, sont 

présentées dans les tableaux suivants. Ces nombreux tableaux constituent une compilation d'un 

grand nombre de résultats. La taille des fragments est indiquée en kilobases. II faut noter que les 

conditions électrophorétiques utilisées dans ce cas autorisent une résolution de 1000 à 30 kb avec 

une erreur de 5 kb sur les petites tailles et une erreur de 10 kb sur les grandes tailles. 

Les sondes MUC5A et MUC5C ont chaque fois révélé des fragments de même taille, c'est 

pourquoi nous avons noté "MUC5A-5C" dans les tableaux. 

Notl 

K562 170 194 Karpas HBL100 

MUC2 340 770 770 770 
160 585 340 585 

340 160 340 
160 

MUC5A-5C 220 585 245 385 585 
40 385 220 220 245 

245 65 65 
220 40 40 

65 
40 

MUC5B 220 585 245 385 585 
180 385 220 320 245 

245 180 220 
220 
180 
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Bss HII 

K562 170 194 Karpas HBL100 Karpas 5-aza 
Cytidine 

MUC2 120 400 400 400 
290 

MUC5A-5C 230 400 400 400 400 400 
210 290 290 290 290 290 
170 150 230 
130 210 
40 150 
20 130 

40 

MUC5B 110 400 400 400 400 400 
150 llO llO 150 
llO 70 110 

70 

Le fragment de 290 kb généré par Bss mr et commun à MUC2, MUC5A et MUC5C n'a 

pas été visualisé avec la sonde MUC2 dans les lignées 170, 194 et Karpas alors qu'il aurait dû 

l'être comme dans la lignée HBLIOO. Ceci s'explique par le fait que le profil d'hybridation avec la 

sonde MUC2 a été analysé sur un blot endommagé par les déshybridations successives. 

Bss HII 1 Not 1 

K562 194 HBL100 

MUC2 160 250 400 
120 290 

250 

MUC5A-5C 40 150 400 
20 llO 290 

65 150 
40 

MUC5B 180 150 400 
llO llO 150 

70 110 



K562 

MUC2 180 

MUC5A-5C 220 

MUC5B 220 

Mlu 1 

K562 

MUC2 100 

MUC5A-5C 25 

MUC5B 140 

Swal 

170 

180 

220 

220 

194 

450 

450 

450 

Mlu 11 Not 1 

194 

MUC2 450 
255 

MUC5A-5C 450 
195 
170 
65 

MUC5B 450 
195 
170 
130 

Karpas 

180 

220 

220 

HBL100 

180 

220 

220 

Mlu 11 Swa 1 

MUC2 

MUC5A-5C 

MUC5B 

K562 

100 
80 

25 

140 
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Sac II Kspl 

K562 194 K562 194 

MUC2 60 225 MUC2 60 225 
25 160 25 160 

100 100 

MUC5A-5C 65 290 MUC5A-5C 25 170 
40 170 20 110 
25 110 65 
20 65 25 

25 

MUCSB 110 110 MUC5B 25 llO 
70 70 70 
25 

Sac II 1 Bss HII 

K562 194 

MUC2 60 225 
25 160 

100 

MUC5A-5C 25 170 
20 110 

65 
25 

MUCSB 25 110 
70 
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Narl Nar 1 1 Bss HII 

K562 194 K562 

MUC2 60 MUC2 60 
25 25 
20 20 

MUC5A-5C 25 40 MUC5A-5C 25 
25 20 

15 

MUC5B llO llO MUC5B 110 
25 70 25 
20 20 

<15 

Swa 1 1 Bss HII 

K562 Karpas HBLlOO 

MUC2 120 180 180 
80 

MUC5A-5C 220 180 180 
70 70 70 
40 
20 

MUC5B 220 180 180 
110 110 110 

Swa 1 /Not 1 Asc 1 

K562 HBLlOO K562 

MUC2 120 180 MUC2 350 

J MUC5A-5C 40 220 MUC5A-5C 350 

MUC5B 150 220 
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La séquence d'ADNe, MUC6, ayant été publiée en juin dernier, l'étude la concernant a été 

entreprise sur une autre série de digestions enzymatiques. Les premiers résultats sont les 

suivants: 

Swal 

Notl 

BssHll 

K562 

180 

D. INTERPRETATION DES RESULTATS 

HBLlOO 

180 

585 

400 

1) Le positionnement de la carte dans la région llpl5 

L'hybridation in situ des sondes JER47, 57 et 58 avait permis d'affirmer la localisation du 

ou des gènes correspondants dans la région 11 p 15 et de suspecter plus précisément la sous-région 

llp15.5. Ces résultats ont été confirmés grâce à l'étude d'un panel de lignées hybrides homme

souris établis à partir de l'ADN de sujets présentant des délétions ou translocations 

constitutionnelles variées des régions 11p13 et 11p15 [133]. 

Ce travail a été effectué en collaboration avec l'unité INSERM n° 178 (Directeur 

A. Zweibaum) qui nous a fourni l'ADN des lignées hybrides. Les diverses lignées utilisées et les 

résultats obtenus avec chacune des sondes sont représentés sur la figure 29. 

Les sondes MUC2, MUC5A, MUC5B et MUC5C hybrident avec les lignées PEL37 et 

ST028.7 qui comportent la région llp15.5. Elles n'hybrident pas avec la lignée PEL40 qui 

possède une translocation précisément dans cette région. 

Malheureusement, cette étude ne nous a pas permis de préciser la localisation de MUC2, 

MUCSA, MUC5B et MUCSC par rapport à des loci connus. En revanche, nous avons pu vérifier 
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leur localisation dans la partie télomérique du chromosome c'est à dire dans la région p15.5, qui 

n'est pas facile de discerner par hybridation in situ. 

Le positionnement de la carte par d'éventuels "linkages" avec des marqueurs de référence 

est en cours de réalisation. Le choix de ces marqueurs de référence a été guidé par la lecture des 

travaux de liaison génétique que D. Swallow a réalisés à propos de MUC2. L'absence de 

recombinaison méïotique détectable sur 37 familles ( 417 sujets analysés) entre le locus MUC2 et 

les loci HRAS, INS, TH et HBBC indique une distance physique vraisemblablement faible entre 

MUC2 et ces marqueurs. L'orientation télomère-centromère de la carte n'a pas encore pu être 

déterminée. 

2) La proximité des séquences exoniques reconnues par les sondes 

MUC2 

MUC5A-5C 

MUC5B 

MUC6 

MUC2 

MUC5A-5C 

MUC5B 

Taille des plus petits fragments (en kb) 

hybridant avec les 5 sondes 

Not 1 partiel Mlu 1 partiel Bss HII partiel 

585 

585 

585 

585 

450 

450 

450 

450 

Taille du plus petit fragment (en kb) 

hybridant avec 3 des sondes 

400 

400 

400 

400 

Bss HII partiel Swa 1 total 

290 180 

290 150 

150 

220 

220 

Le plus petit fragment qui hybride avec les 5 sondes est un fragment Bss HII/Bss HII 

partiel de 400 kb. La distance maximale séparant ces 5 séquences est donc de 400 kb. La distance 

maximale qui sépare MUC2, MUC5A et MUC5C est de 290kb. La distance maximale qui sépare 

MUC5A, MUC5B et MUC5C est de 150 kb. 



15,5 

15,4 

15,3 

15,2 

15,1 

14,3 

14,2 

14 ,1 

13 

12 

11,2 

11 '12 

11 '11 

11 
12,1 
12,2 
12,3 
13,1 
13,2 
13,3 
13,4 
13,5 

14,1 
14,2 

14,3 

21 

22,1 

22,2 
22,3 

23,1 
23,2 

23,3 

24 ,1 

24,2 

24 ,3 
25 

' ' 
' . 

11 

LIGNEE MAR 57.28 LEV55.3 IIAN68 HID7 PELI6 PEIAO PEL37 ST028.7 SP2 

Ill/AS 
INS.f(;F2 

DS//S/2 
11/J/1 

l'Til 

// VIlS / 

Dl/SI 58 

FS!In 
AN2 

II'T 
MIC//MIN/,2,3 
CAT 
MIC4 

DIIS9 

MUC2 

MUCSA-SC 

MUCSB 

... ..... .... "'1""" "'1" ...... 'l" .. .. .... . 
.. ..... ........ . ... . . .. . ... . . . . .. . 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

Figure 29 :Représentation des fragments du chromosome 11 contenus dans chacune des 

lignées ct des a·ésultats obtenus avec les sondes MUC2, MUCSA, MUCSB et 

MUCSC sur Southern blot de l'ADN de ces lignées hybrides homme-souris. 

SP2 est la lignée parentale de souris. 
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MUC2, MUC5A et MUC5C sont localisés sur un même fragment de 290 kb, MUC5A, 

MUC5C, MUC5B peuvent également être regroupées sur un même fragment de 150 kb. Mais on 

ne retrouve pas de fragment hybridant à la fois avec MUC2 et MUC5B et excluant MUC5A, 

MUC5C. Ce qui permet de déduire l'ordre des sondes les unes par rapport aux autres, sans 

pouvoir toute fois, les orienter 5'- 3'. L'ordre est donc: MUC2 1 MUC5A- MUC5C 1 MUC5B. 

3) La construction de la cartographie à l'aide des sondes MUC2, MUC5A, 

MUC5B et MUC5C 

L'ensemble des résultats compilés dans les nombreux tableaux précédents, nous ont 

permis de construire une cartographie de la région "MUC" en 11p15.5. 

Swa 1 est la seule enzyme utilisée dans cette étude qui n'ait montré aucune variation d'une 

lignée à l'autre. Aucun profil d'hydrolyse partielle n'a été obtenu avec cette enzyme. Ce sont donc 

ces résultats qui ont constitué le point de départ de la cartographie. 

Puisqu'il est maintenant certain que les 4 séquences d'ADNe sont localisées sur un 

fragment de 400 kb maximum, on peut donc, avancer l'hypothèse selon laquelle les fragments 

Swa 1, hybridant avec les sondes MUC2 et MUC5 qui ont respectivement les tailles de 180 et 

220 kb (soit un total de 400 kb), sont contigus dans le génome (Figure 30.a). 

Swa 11 1 Swa 12 = 220 kb 

Swa 121 Swa 13 = 180 kb 

Pour placer quelques sites Not 1, nous nous sommes aidés des sites Swa 1 déjà 

positionnés. La double hydrolyse Swa 11 Not 1 sur la lignée K562 (très peu méthylée) produit un 

fragment révélé par la sonde MUC5B de 150kb. Ce fragment est inférieur au fragment de 180 kb 

observé par la digestion Not 1 sur la même lignée. Ceci indique que le fragment 150 kb est donc 

un fragment Swa 1 1 Not 1 (noté Swa 11 1 Not 11 sur la figure 30.b). Un des 2 sites Not 1 du 
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fragment Not I 1 Not I de 180 kb étant déjà positionné, il est aisé de placer le second site (Not 

I2) à 180 kb du premier (Not II) (Figure 30.c) le site Not I 1 permet de séparer les sondes 

MUC5A et MUC5C de MUC5B. 

La lignée HBL100, beaucoup plus méthylée que la lignée K562 donne avec l'enzyme Not I 

un profil d'hydrolyse partielle. Le plus petit fragment hybridé par MUC5B l'est également par 

MUC5A et MUC5C, il fait 245 kb et correspond au fragment Not I2 1 Not I3. 

Le plus petit fragment hybridé par MUC2 fait 340 kb. Le plus petit fragment Not I 1 Not I 

hybridé par les 4 sondes mesure 585 kb c'est à dire qu'il représente la somme des 2 fragments 

précédents: 585 = 245 +340. Ces 2 fragments sont donc juxtaposés (Figure 30.d). 

La lignée Karpas, également fortement méthylée mais en des sites différents donne un 

profil d'hydrolyse qui varie par rapport à la lignée HBL100 et permet de déceler d'autres sites 

Not I. Un fragment de 220 kb hybride avec les sondes MUC5A, MUC5B et MUC5C. Ce 

fragment inférieur au fragment Not I2 1 Not I3 (245 kb) permet de localiser le nouveau site Not 

I5. Not I2 1 Not I5 = 220 kb (Figure 30.e). 

Dans cette même lignée, on observe un fragment Not I 1 Not I de 320 kb qui hybride 

seulement avec la sonde MUC5B. Ce sixième site Not I peut donc être positionné au delà de 

Not I2 à 320 kb du site Not I1 (Not I1 /Not I6 = 320 kb). Avec les sondes MUC5A et MUC5C, 

on détecte deux petits fragments de 40 et 65 kb qui permettent de confirmer l'existence des sites 

Not I1 3 et 5· , 

Not I1 /Not I3 = 65 kb 

Not I 1 1 Not I5 = 40 kb (Figure 30.f) 

Les sondes MUC5A, MUC5B et MUC5C hybrident avec un même fragment de 385 kb 

visualisé dans les lignées Karpas et 170. Ce fragment correspond au fragment partiel Not I3 1 

Not I6. 

Afin de positionner le 1er site Mlu I, nous avons tout d'abord étudié la double digestion 

Not I/Miu I. 
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Cette double hydrolyse sur la lignée 194 révèle avec la sonde MUC5B plusieurs fragments 

dont le plus petit a une taille de 130 kb, taille inférieure au fragment Not 11 1 Not 12 (180 kb) 

hybridant avec MUC5B. Ce fragment de 130 kb correspond donc à un fragment Not 11 Mlu 1; ce 

qui nous permet d'estimer deux positions possibles pour ce site Mlu 1, soit à 130 kb de Not 11, 

soit à 130 kb de Not 12. Les fragments partiels Not 11 Mlu 1 de 170 kb et 195 kb hybridant avec 

MUC5A, MUC5B et MUC5C permettent de préciser la localisation du site Mlu 11 à 130 kb du 

site Not 1 1· En effet, l'hydrolyse Not 1 1 Mlu 1 sur la lignée 194 produit les fragments suivants 

(Figure 30.g) : 

Mlu 11 1 Not 11 = 130 kb hybride avec MUC5B 

Mlu 11 1 Not 15 = 170 kb hybride avec MUC5A, MUC5B, MUC5C 

Mlu 11 /Not 13 = 195 kb hybride avec MUC5A, MUC5B, MUC5C 

Seuls 2 sites Mlu 1, dans cette lignée, sont sensibles à l'hydrolyse. Ces deux sites délimitent 

un fragment de 450 kb hybridant avec toutes les sondes. Le site Mlu I2 peut donc être placé à 

450 kb de Mlu I 1· 

Sur cette lignée, après hydrolyse Not 1 1 Mlu 1, la sonde MUC2 révèle un fragment de 

255 kb. Ce fragment est inférieur au fragment Not 14 1 Not 13 de 340 kb, il correspond donc à un 

fragment Not 1 1 Mlu 1 désigné Not 13 1 Mlu 12 confirmant ainsi la position du site Mlu 12 

(Figure 30.h). 

La simple hydrolyse Mlu 1 sur la lignée K562 révèle avec la sonde MUC5B un seul 

fragment de 140 kb supérieur au fragment Not 11 1 Mlu 11 de 130 kb. On peut ainsi placer le site 

Mlu 13 à 10 kb du site Not 11. 

Les sondes MUC5A et MUC5C révèlent, quant à elles, un seul fragment de 25 kb. Les 

sites de restriction Mlu 1 étant assez rares dans le génome et le segment comprenant MUC5A et 

MUC5C étant limité au fragment Not 11 1 Not 15 de 40 kb, il est donc hautement probable que ce 

fragment Mlu 1 1 Mlu 1 de 25 kb soit juxtaposé à celui de 140 kb hybridant avec MUC5B. De 

plus, l'hydrolyse Not 1 1 Mlu 1 sur la lignée K562 révèle avec les sondes MUC5A et MUC5C un 

seul fragment dont la taille est identique à celle du fragment Mlu 1 1 Mlu 1 de 25 kb. Ces deux 

sites sont donc localisés à l'intérieur du segment Not 11 1 Not 15 et définissent le fragment Mlu 13 

1 Mlu 14 de 25 kb (Figure 30.i). 
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La sonde MUC2 hybride quant à elle sur cette même lignée avec un fragment Mlu I 1 Mlu 

I de 100 kb. La double digestion Mlu I 1 Swa I révèle avec MUC2, en plus du fragment 100 kb, 

un fragment inférieur de 80 kb. Ce fragment correspond donc à un fragment Swa I 1 Mlu I qui 

permet de positionner le site Mlu Is à 80 kb de Swa I3. On peut alors placer Mlu I6 à 100 kb de 

Mlu Is (Figure 30.i). 

• Bss Hll 

Dans la lignée HBL100, fortement méthylée, l'enzyme Bss lili coupe rarement. Avec les 4 

sondes utilisées, seuls 3 fragments sont visibles : l'un de 400 kb hybridant avec toutes les sondes, 

un autre de 290 kb hybridant avec MUC2, MUC5A et MUC5C, et un dernier de 110 kb 

hybridant avec MUC5B (Figure 30.j). 

Afin de positionner ces 3 sites par rapport aux autres, nous avons analysé les produits de 

la double digestion Swa I 1 Bss lili sur cette même lignée. 

Les sondes MUC5A, MUC5B et MUC5C hybrident avec un fragment partiel de 180 kb, 

inférieur au fragment Swa I 1 1 Swa I 2 (220 kb ). Ce fragment est donc un fragment 

Swa I 1 Bss lill. Le site Bss lill 1 est donc situé à 180 kb du site Swa I2. 

La sonde MUC5C hybride avec un fragment Swa I 1 Bss IDI de 70 kb. Le site Bss IDI2 

est ainsi localisé à 70 kb de Swa I2, c'est à dire au niveau du site Not I 1· 

La sonde MUC2 hybride avec un fragment de 180 kb identique au segment 

Swa I2 1 Swa I3 (180 kb). Le troisième site Bss HII est donc situé au delà du site Swa I3 et plus 

précisement à 400 kb du site Bss IDI 1· 

La digestion par Bss IDI de la lignée 194 et de la lignée Karpas traitée à l'azacytidine 

produit avec la sonde MUC5B, en plus des fragments de 400 et 110 kb, un fragment de 70 kb. Le 

site Bss HII4 délimitant une des extrémité de ce fragment doit se situer à 70 kb soit du site Bss 

lili2 soit du site Bss IDI 1> tout dépend de la localisation précise de MUC5B. Grâce à l'isolement 

d'un clone cosmidique (BENI détaiiié plus loin), nous savons que MUC5B est localisé à une 

quinzaine de kilobases de Not I 1· Le site Bss IDI4 est donc localisé à 70 kb du site Bss IDI2 

(Figure 30.k). 
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La lignée K562 hydrolysée par Bss lill, révèle avec MUC5A et MUC5C de nombreux 

fragments partiels qui laissent supposer l'existence de plusieurs sites Bss Ill!. 

On observe un fragment Bss lill 1 Bss llll de 40 kb, identique à celui généré par 

l'hydrolyse Not 1 (Not 11 1 Not ls) et par la double digestion Bss lill 1 Not 1 (Bss llli2 1 Not ls). 

Le site Bss lills est donc situé à 40 kb de Bss lill2, soit au même endroit que le site Not ls. 

Les fragments partiels de 130 kb et 170 kb n'hybridant qu'avec MUC5A et MUC5C, 

permettent de localiser respectivement les sites Bss llll6 et Bss llll7 au delà du site Bss lills 

vers MUC2 (Figure 30.1). 

Bss lill2 1 Bss llll6 = 130 kb 

Bss lill2 1 Bss llll7 = 170 kb 

MUC5A et MUC5C hybrident également avec un petit fragment de 20 kb. Il existe donc 

un site Bss lill, Bss llllg, qui coupe en deux le fragment Bss llll2 1 Bss lills (40 kb) 

(Figure 30.1). 

La sonde MUC2 sur la lignée K562 hybride avec un fragment de 120 kb qui correspond 

au segment Bss lill3 1 Bss llll7 confirmant la localisation du site Bss llll7. Sur cette même 

lignée, la double hydrolyse Bss llll 1 Swa 1 révèle avec la sonde MUC2 un fragment partiel de 

120 kb et un fragment de 80 kb. Le fragment de 120 kb inférieur au fragment Swa 12 1 Swa l3 

(180 kb) correspond à un fragment partiel Swa 1 1 Bss llll désigné Swa l3 1 Bss lill6 

confirmant l'existence du site Bss lll16. Le fragment de 80 kb, inférieur au segment Bss lill3 1 

Bss llll7 et Swa 12 1 Swa l3, est donc un fragment Bss llll 1 Swa 1, Bss llll7 1 Swa l3, qui 

confirme ainsi la position des sites Bss llll7 et Swa l3 et permet de localiser plus précisément 

MUC2 sur un fragment de 80 kb (Figure 30.1). 

• Noti/Swa 1 

La digestion Not 1 sur la lignée K562, révèle avec la sonde MUC2 un fragment de 160 kb. 

L'hydrolyse Swa 1 1 Not 1 révèle quant à elle un fragment inférieur, de 120 kb. Ce fragment est 

également inférieur au fragment Swa 12 1 Swa l3. Le fragment de 120 kb est donc un fragment 

Not 11 Swa I. Il permet de situer un nouveau site Not l7 à 120 kb du site Swa l3. Ce site Not l7 

se retrouve localisé au même endroit que Bss llll6. On peut alors placer le site Not 18 à 160 kb 

du site Not 17, (Figure 30.m) c'est à dire au niveau du site Bss llll3 :Not l3 1 Swa l3 = 120 kb 

Not l7 /Not 18 = 160 kb 
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• Narl 

La sonde MUC5B sur la lignée 194 hydrolysée par Nar I hybride avec deux fragments de 

110 kb et 70 kb. Sur la lignée K562, on retrouve le fragment 110 kb que ce soit avec la simple 

hydrolyse Nar I, la simple hydrolyse Bss Illi ou la double digestion Nar I 1 Bss Illl. Ce fragment 

de 110 kb Nar I 1 1 Nar I2 est identique au fragment Bss mi2 1 Bss Illi 1· 

Le fragment Nar I 1 Nar I de 70 kb, inexistant dans la lignée K562, laisse supposer que ce 

fragment est identique à Bss IDI2 1 Bss mi4 dont le site Bss mi4 est insensible à l'hydrolyse dans 

la lignée K562. Nar I 1 1 Nar l3 = Bss mi2 1 Bss mi4 (Figure 30.n). 

Que ce soit avec l'hydrolyse par Bss mi ou par Nar I on n'obtient jamais pour la lignée 

K562 un fragment de 70 kb avec la sonde MUC5B, alors que celui-ci est visible sur la lignée 194. 

Les sites Nar I3 et Bss mi4 seraient donc soit méthylés soit polymorphiques dans la lignée K562. 

L'hydrolyse Nar I sur la lignée 194 produit un fragment de 40 kb révélé par les sondes 

MUC5A et MUC5C et identique au fragment Bss mi2 1 Bss mis (Nar I 1 1 Nar I4 = 40 kb). Les 

sondes MUC5A et MUC5C hybrident aussi avec un plus petit fragment de 25 kb, qui correspond 

au fragment Nar I 1 1 Nar Is, le site Nar Is étant situé aux environs du site Bss mig (Figure 30.n). 

• Sacll 

Sur la lignée 194, les hydrolyses Sac II, Bss mi et la double digestion Sac II 1 Bss Illi 

produisent avec la sonde MUC5B le même profil d'hybridation: deux fragments de 70 et 110 kb. 

Les sites Sac II et Bss mi, de part et d'autre de MUC5B, apparaissent donc localisés aux mêmes 

endroits (Figure 30.o ). 

Sac I 1 1 Sac I2 = Bss mi 1 1 Bss mi 2 = 110 kb 

Sac I 1 1 Sac I3 = Bss mi2 1 Bss mi4 = 70 kb 

Le même profil est également obtenu pour les deux hydrolyses Sac II d'une part et Sac II 1 

Bss mi d'autre part, après hybridation avec les sondes MUC5A et MUC5C. Sachant que dans 

cette lignée 194, les sites Bss mis, Bss HII6, Bss mi7 et Bss mig sont insensibles à l'hydrolyse, 

on peut expliquer la présence des fragments 25, 65, 110 kb et 170 kb de la façon suivante 

(Figure 30.o): 



Sac 11 1 Sac l4 = 65 kb 

Sac l5 1 Sac 16 = 110 kb 

Sac l5 1 Sac l7 = 25 kb 

Sac 111 Sac lg = 170 kb 
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La sonde MUC2 sur la lignée 194 hydrolysée par Sac II hybride avec les fragments de 

100, 160 et 225 kb. A partir des sites déjà placés on peut localiser les sites Sac l9 et Sac 110 : 

Sac l4 1 Sac l9 = 225 kb 

Sac l9 1 Sac 16 = 160 kb 

Sac 161 Sac l1o = 100 kb 

Le fragment de 60 kb produit par l'hydrolyse Sac II de la lignée K562 hybridant avec la 

sonde MUC2, permet de vérifier la position du site Sac 11 o définissant le fragment 

Sac lg 1 Sac 110 = 60 kb (Figure 30.p) et également de préciser la localisation de MUC2. 

Il est difficile de positionner certains sites Sac II, Ksp 1 et Nar 1 qui donnent des petits 

fragments d'une vingtaine de kilobases ainsi que d'autres sites qui donnent de gros fragments 

partiels, souvent faiblement marqués et dont la présence dépend des conditions d'hydrolyse et de 

la lignée étudiée. 

La cartographie finale obtenue est représentée sur la figure 31. 

Les difficultés d'hybridation de l'oligonucléotide correspondant à MUC6 sur les blots de 

champ pulsé n'ont permis de fournir jusqu'à présent que des résultats préliminaires. Ces résultats 

permettent néanmoins de localiser MUC6 au sein de cette même région cartographiée, puisque la 

sonde correspondante a révélé des fragments Bss IDI 1 Bss IDI de 400 kb et Not 1 1 Not 1 de 

585 kb. 

D'autres expériences sont en cours pour préciser sa localisation par rapport aux autres 

séquences MUC dans cette région. 
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Figure 30 (a à p): Construction de la mégacartographie 
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4) Les îlots CpG et la localisation des gènes MUC 

Les îlots CpG constituent des balises annonciatrices de gènes tout le long de l'ADN 

génomique. La recherche de ces îlots nous a permis de supposer l'existence d'une succession de 

plusieurs gènes. 

L'existence d'un site Not I est une preuve (à 95%) de la présence d'un îlot CpG. 

L'existence de 6 sites Not I implique donc la présence d'au moins 6 îlots CpG. 

L'hybridation sur des Southem blots de l'ADN génomique digéré par des enzymes du 

groupe II telles que Bss IDI et Sac II produit avec la sonde MUC5B des fragments qui 

apparaissent de même taille, dans la limite de résolution de l'électrophorèse en champ pulsé (± 5 

à 10 kb ). La double digestion avec ces deux enzymes ne réduit pas la taille des fragments hybridés 

(Figure 32). Les sites de coupure pour ces enzymes du groupe II sont donc regroupés sur 

quelques kb sur l'ADN. Le même profil d'hybridation est également observé sur l'ADN hydrolysé 

par Nar I, une enzyme du groupe III. Il existe donc un regroupement de sites Bss IDI, Sac II et 

Nar I. L'accumulation de tels sites constitue une preuve solide de la présence d'un îlot CpG. 

La concentration de sites pour des enzymes du groupe I, II ou III au même endroit a ainsi 

permis de déceler plusieurs îlots CpG. Sur notre carte établie sur 725 kb, nous avons pu 

cartographier au moins 12 îlots CpG (Figure 33), ce qui laisse suspecter l'existence d'au moins 12 

gènes, peut-être même plus, puisqu'il a été démontré qu'un îlot CpG pouvait quelquefois être 

associé à deux gènes organisés en sens inverse (tête à tête) sur l'ADN [173, 185]. 

~ D existe au moins une douzaine de gènes sur 725 kb : un cluster de gènes. 

Quelles que soient les enzymes utilisées, le même profil d'hybridation est toujours observé 

avec les sondes MUC5A et MUC5C. Il est impossible, que ce soit avec les enzymes utilisées pour 

la technique en champ pulsé ou les enzymes utilisées (Eco RI, Barn ID, Hind III, Xba I, Pst I...) 

pour la technique classique de Southem blot, de différencier les résultats obtenus avec ces deux 

sondes. De plus aucun îlot CpG n'a pu être décelé entre MUC5A et MUC5C. 
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Malgré leurs séquences un peu différentes qui comportent quand même toutes les deux le 

motif répétitif 11 TTSTTSAP11
, on peut maintenant supposer que ces deux ADNe sont issus d'un 

seul et même gène. Cette hypothèse concorde avec les résultats d'expression tissulaire obtenus 

par hybridation in situ [82]. 

c> MUCSA et MUCSC sont un seul et même gène dorénavant désigné MUCSAC 

D'après la cartographie des îlots CpG, on remarque que deux îlots séparent les sondes 

MUCSAC et MUCSB. On peut donc considérer que ces 2 sondes sont issues de 2 gènes 

différents : MUCSAC et MUCSB. 

c> D existe au moins 2 gènes de mucines trachéobronchiques humaines en 

llp15.5 : MUCSAC et MUCSB. 

L'îlot CpG 111811 localisé en 5' de MUCSB est associé, d'après la carte, à ce gène. TI 

constituerait une région régulatrice de l'expression de ce gène de mucines trachéobronchiques 

humaines. La deuxième partie de ce travail, nous a permis d'isoler, par l'intermédiaire de la sonde 

JER57 (MUCSB) deux clones cosmidiques dont l'un comprend à la fois cette région îlot CpG et 

une partie du gène MUCSB, confirmant ainsi la liaison entre le gène et l'îlot 11Ign. 

La sonde MUC2 est, quant à elle, séparée de MUCSAC par environ 130 kb et par trois 

îlots CpG. Elle caractérise donc à elle seule un gène de mucines intestinales. 

D'après l'équipe de Y. Kim, MUC2 et MUC6 seraient deux gènes différents situés dans 

cette région. 

c> D existe au moins un gène de mucines intestinales humaines et un gène de 

mucines gastriques en llp15.5 : MUC2 et MUC6. 

c> Sur les 725 kb explorés, ont pu être identifiés au moins 4 gènes de mucines 

différents. 
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II. MARCHE SUR LE GENOME 

A. LA BANQUE GENOMIQUE RESTREINTE DE LA LIGNEE lWl 

1) Les clones obtenus 

La lignée 1 W1 est une lignée hybride homme/souris possédant uniquement les 

chromosomes humains 11 et X. L'utilisation de cette lignée présentait pour nous l'avantage 

d'exclure d'éventuels gènes apparentés aux mucines, suspectés sur le chromosome 13 par la 

technique d'hybridation in situ . Les deux chromosomes humains se sont avérés très peu 

représentés dans cette lignée et la plupart du temps masqués par l'ADN de souris de la banque 

réalisée à partir de cette lignée. En effet aucun clone humain, n'a pu être isolé après criblage par la 

sonde JER57. 

Le criblage de cette banque, même à faible stringence de lavage, n'a permis d'isoler qu'une 

trentaine de clones. Lorsque nous avons testé ces clones par dot blot, réalisant l'hybridation sur 

ADN humain et ADN de souris, nous avons pu montrer que tous provenaient du génome de 

souns. 

Le fait qu'un homologue de MUC 1 ait été isolé chez la souris [77] et qu'une certaine 

homologie ait été observée entre MUC2 et un clone d'ADNe de mucine intestinale de rat [70], 

nous a incités à étudier plus précisément au moins l'un de ces clones. Nous nous sommes donc 

intéressés au clone ROM llX-6, dans le but de caractériser la partie hybridant avec la sonde 

JER57 et de déterminer les homologies de séquences existant entre ce clone génomique de souris 

et l'ADNe de mucine humaine. 

2) Carte de restriction de ROM IIX-6 

B x E Il I!K x K x EB 

bad Il 1 1 

Bgl Bgl Bgl Bgl 

B: Barn Ill Bg l: llg l Il E: Eco RI Il: llind Ill K: Kpn Il X: Xha Il 

Figure 34 : Carte de restriction du clone ROM llX-6. 
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A C C A C A T G G G C A T G G G A A G A G C T G G A G C C A C C T A G G A C A G G G G C C A A G T C A 

10 20 30 40 50 60 

1 1 1 1 1 1 
GCCACCACCGCCCACCACACCACAGCCATCCACGCTGCAGCCATCCACCCCACGGCCATC 
AlaThrThrAlaHisHisThrThrAlaileHisAlaAlaAlaileHisProThrAlaile 

~ProProProProThrThrProGlnProSerThrLeuGlnProSerThrProArgProSer 

HisHisArgProProHisHisSerHisProArgCysSerHisProProHisGlyHisPro 

70 80 90 100 110 120 

1 1 1 1 1 1 
CTTCTCCACAGCTATCCACACCATCAGCTATCCACACTGCAGCCATCACCACGCACCTTC 
LeuLeuHisserTyrProHisHisGlnLeuserThrLeuGlnProSerProArgThrPhe 
PheSerThrAlaileHisThrileSerTyrProHiscysSerHisHisHisAlaProSer 

SerProGlnLeuSerThrProSerAlailellisThrAlaAlaileThrThrHisLeuLeu 

130 140 150 160 170 180 

1 1 1 1 1 1 
TCACAGCTATCCACACCACAGCTATCCACACTGCAGCCATCCACCCCACGGCCACCTTCT 
SerGlnLeuSerThrProGlnLeuSerThrLeuGlnProSerThrProArgProProSer 
HisSerTyrProHisHisSerTyrProHisCysSerHisProProHisGlyHisLeuLeu 
ThrAlaileHisThrThrAlaileHisThrAlaAlaileHisProThrAlaThrPheSer 

190 200 210 220 230 240 

1 1 1 1 1 1 
CCACAGCTATCCACACCACAACTCAGCTATCCACACCTCGGCCACCCACACCACAGCCAC 
ProGlnLeuSerThrProGlnLeuSerTyrProHisLeuGlyHisProHisHisSerHis 
HisSerTyrProHisHisAsnSerAlaileHisThrSerAlaThrHisThrThrAlaThr 
ThrAlaileHisThrThrThrGlnLeuSerThrProArgProProThrProGlnProPro 

250 260 270 280 290 300 

1 1 1 1 1 1 
CCACACTGCACCACAGCCACCACATGGGCATGGGAAGAGCTGGAGCCACCTAGGACAGGG 
ProHisCysThrThrAlaThrThrTrpAlaTrpGluGluLeuGluProProArgThrGly 

HisThrAlaProGlnProProHisGlyHisGlyLysSerTrpSerHisLeuGlyGlnGly 
ThrLeuHisHisSerHisHisMETGlyMETGlyArgAlaGlyAlaThr---AspArgGly 

GCCAAGTCA 
AlaLysSer 

ProS er 
GlnVal 

Figure 35 : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres de 

lecture de ROM llX-6. Organisation en "tandem repeats". 
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3) Séquence du fragment (Eco Rl/Xba 1) hybridant avec JER57 

Le seul fragment issu de ce clone ROM 11X-6 qui hybride avec la sonde JER57 est un 

fragment Eco RI!Xba 1 de 0.8 kb. Il a été sous-cloné en vecteur M13 et en partie séquencé par la 

technique de Sanger. La séquence partielle obtenue est représentée sur la figure 35. 

Cette séquence présente une organisation en "tandem repeats" de 60 nucléotides soit 20 

acides aminés et une richesse en résidus thréonine et serine, tout comme les ADNe de mucines 

caractérisés jusqu'à maintenant. Il n'existe pas entre les séquences JER57 et ROM11X-6 

d'homologie en ligne. Par contre, on observe une homologie dispersée. Cette homologie repose 

sur la forte concentration en résidus serine, thréonine, proline et surtout en résidus histidine, 

observée dans le deuxième cadre de lecture, qui semble caractéristique des séquences des ADNe 

du gène MUC5B. 

L'étude de ce fragment utilisé comme sonde sur des Northern blots de cellules caliciformes 

bronchiques de hamster en culture (collaboration avec K. C. Kim, Baltimore) montre une 

polydispersion des ARNm, semblable à celle observée pour les gènes de mucines humaines. 

Ces deux caractéristiques, de séquence et d'expression, permettent de supposer que 

ROM11X-6 est un gène de mucine murin. Ce gène de mucine murin est-il l'homologue de 

MUC5B ou d'un autre gène de mucine ? 

La région llp15.5 est une région très conservée à travers les espèces. Elle correspond 

chez la souris à la région 90 du chromosome 7 où l'on retrouve les loci INS, IGF2 et HBB 

(Tableau X) [117, 186]. Les gènes de mucines homologues à MUC2, MUC5B et MUC5C 

pourraient eux aussi se situer dans cette région 790. 

Nous avons donc envisagé de déterminer la localisation chromosomique de ROM11X-6, 

afin de savoir s'il existe un locus "MUC" sur le chromosome 7 de souris et si ce cluster de gènes 

est lui aussi conservé entre espèces. Ce travail a pu être réalisé grâce à la collaboration avec M. G. 

MATTEI {U242, INSERM, Marseille). ROM 11X6 a ainsi été localisé sur le chromosome 8 

murin, avec un signal suffisamment intense et spécifique pour valider le résultat : 

150 cellules en métaphases ont été observées, 197 grains d'argent étaient associés aux 

chromosomes. 42 d'entre eux {21.3%) étaient localisés sur le chromosome 8. 29 grains sur 42 
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(c'est à dire 69%) étaient distribués sur la région [C2-D] du chromosome 8. La région du génome 

humain homologue à la région mucine 8C2-8D est localisée sur le chromosome 16. r .......... . 
9 

L ................ . t A:: 

8 

L .................. . 

• • 
• •• ••• • •••••••••••••• •••••••••••••• ••• •• 

Figure 36 : Représentation des résultats d'hybridation in situ sur chromosome 

murin de cellules en métaphase du clone ROM llX-6. 

Tableau X : Conservation de la région llp15.5 à travers les espèces. 

Locus Gene Localisation Locus Chromosome 
humain humaine murin de souris 

HRAS Homologue de l'oncogène Ilpl5.5 Hras-1 742 

viral du sarcome de rat 
Harvey (V-Ha-ras) 

INS insuline llpl5.5 Ins-2 790 

IGF2 "insulin-like growth factor 2" llpl5.5 Igf-2 790 

HBB hémoglobine chaîne,l3 llpl5.5 Hbb 790 

PTH hormone parathyroïdienne llp15.2-pl5.1 Pth 790 

MYODI facteur myogenique 3 llpl5 Myod-1 790 
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B. LA BANQUE GENOMIQUE HUMAINE EN VECTEUR EMBL4 CRIBLEE 

PAR LA SONDE JER58 

1) aones obtenus 

Le criblage de cette génothèque par la sonde JER58 (MUC5A, MUC5C) a permis d'isoler 

3 clones : CEL 1, CEL2, CEL3. Ces trois clones ont posé de gros problèmes lors de la réalisation 

de la carte de restriction qui d'ailleurs s'est avérée identique dans les trois cas ; il a été impossible 

de localiser les bras droit et gauche du phage. Ces clones sont fortement recombinés. 

Les phénomènes de recombinaison sont assez fréquents lors de la fabrication de banques 

génomiques et affectent d'autant plus les séquences répétitives. Les gènes de mucines par leur 

caractère répétitif (VNTR) constituent un "point chaud" de recombinaison qui contribue à 

l'instabilité des banques. Le criblage de cette même banque au laboratoire, par la sonde MUC4 a 

également permis d'isoler un grand nombre de clones recombinants qui la plupart du temps ne 

survivent pas après les nécessaires étapes d'amplification dans une bactérie-hôte. De telles 

recombinaisons ont également été observées par l'équipe de San Francisco à propos de MUC2 : 

le clone génomique (GMUC) présente une délétion de 4 kb dans la partie répétitive de 7 kb [94.]. 

2) Séquence de CEL2A 

A cause de ces problèmes de recombinaison, seul un fragment Eco RI/Eco RI de 0.304 kb 

(CEL2A) hybridant avec la sonde JER58 a pu être isolé et étudié. Il a été sous-cloné en vecteur 

plasrnidique Bluescript et séquencé entièrement. 

Ce fragment génomique à cadre entièrement ouvert est caractérisé par une séquence 

peptidique déduite, répétée en tandem de 8 acides aminés de type TTSTTSAP plus ou moins 

conservés. Il présente, en dehors des deux sites Eco RI qui encadrent la séquence, 100% 

d'homologie avec la partie 3' de l'ADNe de muqueuse trachéobronchique JER58 et avec une 

partie de l'ADNe de muqueuse gastrique MAR2 (Figure 37). Ce petit fragment CEL2A 

caractérise donc une partie exonique du gène de MUC5AC. 
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Figure 37 : Homologies de séquences entre les ADNe de muqueuse gastrique MAR2, 

MARIO, MARli, l'ADNe de muqueuse trachéobronchique JER58 et le 

clone génomique CEL2. 
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L'existence d'une région 100% homologue existant dans l'ADNe de muqueuse gastrique, 

l'ADNe de muqueuse trachéobronchique et le clone CEL2A démontre la coexpression du gène 

MUC5AC dans les deux muqueuses respiratoire et gastrique. Cependant, cette coexpression du 

gène MUC5AC dans les deux muqueuses ne signifie pas pour autant que les molécules de 

mucines sécrétées soient identiques. La biosynthèse des mucines implique de nombreux 

mécanismes complexes post-traductionnels tels que, entre autres, la N-, la 0-glycosylation et 

l'oligomérisation; aussi est-il possible d'imaginer qu'un peptide de mucine soit glycosylé ou maturé 

différemment selon la muqueuse qui le synthétise. 

Les seules différences observées entre l'ADNe JER58, l'ADNe MAR2 et la partie 

exonique CEL2A se situent de part et d'autre de la séquence CEL2A, au niveau des deux sites de 

restriction Eco RI. 

Quel que soit l'ADN humain étudié par Southem blot, aucun fragment Eco RI/Eco RI de 

0.3 kb n'a été détecté avec la sonde JER58. Cet ADNe hybride avec un seul fragment d'une 

trentaine de kb. 

Ces deux observations et le fait que ce clone soit fortement recombiné nous laissent 

supposer que les sites Eco RI de CEL2A n'existent pas naturellement dans le génome et que leur 

présence est due à un phénomène de recombinaison. Comme pour le clone génomique (GMUC) 

correspondant à MUC2, on peut supposer qu'une partie de la séquence répétée a été délétée par 

recombinaison, ce qui expliquerait que l'on ne retrouve pas dans le clone CEL2 la partie 5' de 

JER58, MARli ou MARIO. 

Ces problèmes de recombinaison n'ont malheureusement pas permis d'isoler d'exon entier, 

de partie intronique ou de site consensus d'épissage dans ce clone CEL2. 

Afin de poursuivre l'étude génomique de MUC5AC, un deuxième criblage, cette fois ci de 

la banque cosmidique a été effectué avec la sonde JER58, mais aucun clone positif n'a pu être 

isolé jusqu'à présent. Les clones du gène MUC5AC par leurs séquences en "tandem repeats" 

assez conservées semblent beaucoup plus instables que ceux du gène MUC5B possédant une 

séquence en "tandem repeats" plus dégénérée. 
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C. LA BANQUE GENOMIQUE HUMAINE EN VECTEUR ÂEMBL4 CRIBLEE 

PAR LA SONDE JER57 

1) Clones obtenus 

Le criblage de la génothèque par la sonde JER57 (MUC5B) a permis d'isoler plusieurs 

clones, présentant tous la même carte de restriction. Nous avons étudié l'un d'entre eux : CEL5. 

L'analyse en Southem blot de l'ADN humain grâce à la sonde JER57 montre un profil 

caractérisé par la présence de 3 fragments Barn HI de 1.7, 1.2 et 0.3 kb et une différence 

d'intensité selon les individus entre ces trois bandes. Cette différence d'intensité laisse supposer 

l'existence de plusieurs bandes de taille 1. 7, 1.2 et 0.3 kb ainsi qu'une variation allélique des trois 

bandes. 

La sonde JER57 hybride avec le clone génomique CEL5, plus précisément, avec un 

fragment de 1.2 kb de ce clone coupé par Barn HI ainsi que de petits fragments de 40 et 50 pb qui 

ont été très difficiles à détecter. CEL5 contient donc la ou l'une des bandes Barn HI de 1.2 kb 

visualisées sur Southem blot. 

2) Carte de restriction de CELS 

La carte de restriction du clone CEL5 est représentée sur la figure 38. 

Afin d'identifier les parties exoniques du clone CEL5, nous l'avons divisé en petits 

fragments que nous avons ensuite testés sur Northem blot. La difficulté à se procurer des ARNm 

de tissus variés d'origine humaine et surtout de trachée n'a pas facilité ce travail de recherche des 

exons. De ce fait, cette étude n'a pas encore pu être effectuée sur la totalité du CEL5. Les 

fragments testés sur Northem blot (CEL5A, CEL5F, CEL5D) ont fourni les résultats présentés 

sur la figure 39. Quelques uns de ces fragments exoniques ont en partie été séquencés. 

CEL5A montre le même profil d'hybridation sur Northem blot que JER 57, il est 

caractérisé par la même expression tissulaire. CEL5A est donc un fragment exonique du gène 

MUC5B. Les fragments CEL5F et CEL5D ont une expression tissulaire particulière, différente de 

celle de JER 57 mais qui laisse quand même supposer la présence d'une région exonique dans 

chacun des fragments. 
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Figure 38 : Carte de restriction du clone génomique CELS. 
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Figure 39 : Recherche des régions exoniques. 

Etude en Northern blot de plusieurs fragments du clone CELS. 
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3) Séquence des fragments e.xoniques de CEL5 

Chacun des fragments séquencés ou partiellement séquencés a été comparé avec des 

banques de données. Aucune homologie significative n'a été détectée par rapport à des séquences 

publiées autres que celle de JER57. 

• CEL5A-B: 

Le fragment CEL5A et une partie du fragment CEL5B ont été séquencés (Figure 40). 

Cette séquence présente un cadre de lecture ouvert, comme le laissait supposer le signal observé 

sur Northern blot. Cette séquence est organisée en "tandem repeats" irréguliers de 87 pb en 

moyenne. 

Le premier cadre de lecture, le seul ouvert d'un bout à l'autre de la séquence est 

caractérisé par une richesse en acides aminés sérine ( 15 .3% ), thréonine (3 0. 7% ), proline ( 10.6%) 

et surtout histidine (4%) tout comme les séquences de la famille MUC5B (Figure 41). On peut 

également mettre en évidence une alternance de domaines hydrophiles et de domaines 

hydrophobes, spécifique des clones ADNe JER57, JER28, JUL7 et JULIO (Figure 42). 

Néanmoins, on ne retrouve dans cette séquence, aucune homologie parfaite avec ces 

ADNe partiels. Il s'agit donc d'une nouvelle séquence appartenant aussi à cette famille qUI 

comporte déjà 5 kb d'ADNe partiels. 

• CEL5F: 

Les parties du fragment CEL5F qui ont été séquencées sont indiquées sur la figure 43, 

leurs séquences sont représentées sur la figure 44 A, B, C. Les séquences partieiies du fragment 

CEL5F (CEL5FJ, CEL5F2, CEL5F3) ne sont pas organisées en "tandem repeats" et ne 

possèdent aucune homologie avec les séquences précédentes. 

Le signal observé en Northern blot laisse suspecter la présence d'exons. Chacune de ces 

séquences possèdent un cadre ouvert de lecture, mais sans ARNm correspondant, nous ne 

pouvons pas privilégier un cadre plutôt qu'un autre. Il sera donc nécessaire, afin d'exploiter ces 

résultats, d'isoler l'ARNm correspondant. Ces séquences vont ainsi nous permettre de choisir des 

amorces adéquates dans le but de synthétiser l'amplifiat ADNe correspondant à cette région 

exonique de MUC5B. 
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Figure 40 : Séquence nucléotidique de CELSA-B organisée en "tandem repeats" de 87 pb. 

N ..._ 



Figure 41 : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres de 

lecture de CELSA-B. 

10 20 30 40 50 60 
nam III 1 1 1 1 1 1 

GGATCCACGGCCACCGCCTCCTCCACCCAGGCAACTGCTGGCACCCCACATGTGAGCACCACGGCCACG 
GlySerThrAlaThrAlaSerSerThrGlnAlaThrAlaGlyThrProHisValSerThrThrAlaThr 

AspProArgProProProProProProArgGlnLeuLeuAlaProHisMET---AlaProArgProArg 
IleHisGlyHisArgLeuLeuHisProGlyAsnCysTrpHisProThrCysGluHisHisGlyHisAsp 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
ACACCCACAGTCACCAGCTCCAAAGCCACTCCCTCCTCCAGTCCAGGGACTGCAACTGCCCTTCCAGCA 
ThrProThrValThrSerSerLysAlaThrProSerSerSerProGlyThrAlaThrAlaLeuProAla 

HisProGlnSerProAlaProLysProLeuProProProValGlnGlyLe uGlnLeuProPheGlnHis 
ThrHisSerHisGlnLeuGlnSerHisSerLe uLeuGlnSerArgAspCysAsnCysProSerSerThr 

140 150 160 170 180 190 200 

1 1 1 1 1 1 1 
CTGAGAAGCACAGCCACCACACCCACAGCTACCAGCTTTACAGCCATCCCCTCCTCCTCCCTGGG CACC 
LeuArgSerThrAlaThrThrProThrAlaThrScrPheThrAlailcProSerSerSerLeuGlyThr 

- --GluAlaGlnProProHisProGlnLeuProA laLe uGlnProSerProProProProTrpAlaPro 
GluLysHisSerHisHisThrHisScrTyrGlnLeuTyrSerHisProLeuLeuLeuProGlyHisHis 

210 220 230 240 250 260 270 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCTGGACCCGCCTATCACAGACCACCACACCCACGGCCACCATGTCCACAGCCACACCCTCCTCCACT 
ThrTrpThrArgLeuSerGlnThrThrThrProThrAlaThrMETSerThrAlaThrProSerSerThr 

ProGlyProAlaTyrHisArgProProHisProArgProProCysProGlnProHisProProProLeu 
LeuAspProProileThrAspHisHisThrHisGlyHisHisValHisSerHisThrLeuLeuHisSer 

280 290 300 310 320 330 340 

1 1 1 1 1 1 1 
CCAGAGACTGTCCACACCTCCACAGTGCTTACCACCACGGCCACCACAACCGGGGCACCGGCTCTGTGG 
ProGluThrValHisThrSerThrValLeuThrThrThrAlaThrThrThrGlyAlaProAlaLeuTrp 

GlnArgLe uSerThrProProGlnCysLeuProProArgProProGlnProGlyHisArgLeuCysG ly 
ArgAspCysProH i sLeu!-1 isSer Alù'l'yrll isHi sG lyll i s ll isAsnArgG lyThrG ly SerV a lA la 

350 360 370 380 390 400 410 

1 1 1 1 1 1 1 
CCACCCCCTCCTCCACCCCAGGAACAGCTCACACTACCAAAGTGCGACTACCACAACCACGGGCTTCAC 
ProProProProProProGlnGluGlnLeuThrLe uProLysCysAspTyrHisAsnHisGlyLeuHis 

HisProLeuLeuHisProArgAsnSerSerHi sTyrGlnSerAlaThrThrThrThrThrGlyPheThr 
ThrProSerSerThrProGlyThrAlaHisThrThrLysValArgLeuProGlnProArgAlaSerGln 

420 430 440 450 460 470 480 

1 1 1 1 1 1 1 
AGCCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGGACGGCACTCACGCCTCCAGTGTGGATCAGCACAACCACCACACC 
SerHisProLeuLeuGlnProArgAspGlyThrHisAlaSerSerValAspGlnHisAsnHisHisThr 
AlaThrProSerSerSerProGlyThrAlaLeuThrProProValTrpileSerThrThrThrThrPro 

ProProProProProAlaGlnGlyArgHisSerArgLeuGlnCysGlySerAlaGlnProProHisPro 

490 500 510 520 530 540 550 

1 1 1 1 1 1 1 
CACAACCACCACACCCACAACCAGTGGCTCCACGGTGACCCCTCCTCCATCCCAGGGACCACCCACACC 
HisAsnHisHisThrHisAsnGlnTrpLeuHisGlyAspProS~rSerileProGlyThrThrHisThr 
ThrThrThrThrProThrThrSerGlySerThrValThrProProProSerGlnGlyProProThrPro 

GlnProProHisProGlnProValAlaProArg---ProLeuLeuHisProArgAspHisProHisArg 
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560 570 580 590 600 610 620 

1 1 1 1 1 1 1 

GCCAGAGTGCTGACCACCACCACCACAACTGTGGCCACTGGTTCTATGGCAACACCCTCCTCTAGCACA 
AlaArgValLeuThrThrThrThrThrThrValAlaThrGlySeri1ETAlaThrProSerSerSerThr 

ProGluCys---ProProProProGlnLeuTrpProLeuValLeuTrpGlnHisProProLeuAlaHis 
GlnSerAlaAspHisHisHisHisAsnCysGlyHisTrpPheTyrGlyAsnThrLeuLeu-- -Hi sThr 

630 640 650 660 670 680 690 

1 1 1 1 1 1 1 
CAGACCAGTGGTACTCCCCCATCACTGACCACCACGGCCACTACGATCACGGCCACCGGCTCCACCACC 
GlnThrSerGlyThrProProSerLeuThrThrThrAlaThrThrileThrAlaThrGlySerThrThr 

ArgProValValLeuProHisHis---ProProArgProLeuArgSerArgProProAlaProProPro 
As pGlnTrpTyrSerProileThrAspHisHi sG lyiiisTyrAspHisG1yHisArgLeuHisHisGln 

700 710 720 730 740 750 

1 1 1 1 1 1 
AACCCCTCCTCAACTCCAGGGACAACACCCATCCCCCCAGTGCTGACCAGCATGGCCACCACACCCGCA 
AsnProSerSerThrProGlyThrThrProileProProValLeuThrSerMETAlaThrThrProAla 

ThrProProGlnLeuGlnGlyGlnHisProserProGlnCys---ProAlaTrpProProHisProGln 
ProLeuLeuAsnSerArgAspAsnThrHisProProSerAlaAspGlnHisGlyHisHisThrArgSer 

760 770 780 790 800 810 820 

1 1 1 1 1 1 1 
GCCACCAGCTCCAAAGCCACTTCCTCCTCCAGTCCAAGGACTGCAACCACCCTTCCAGTGCTGACAAGC 
AlaThrSerSerLysAlaThrSerSerSerSerProArgThrAlaThrThrLeuProValLeuThrSer 

ProProAlaProLysProLeuProProProValGlnGlyLeuGlnProProPheGlnCys---GlnAla 
HisGlnLeuGlnSerHisPheLeuLeuGlnSerLysAspCysAs nHisProSerSerAlaAspLysHis 

830 840 850 860 870 880 890 

1 1 1 1 1 1 1 
ACAGCCACAAAATCCACAGCTACCAGCTTTACACCCATCCCCTCCTCCACCCTGTGGACCACGTGGACC 
ThrAlaThrLysSerThrAlaThrSerPheThrProileProSerSerThrLeuTrpThrThrTrpThr 

GlnProGlnAsnProGlnLeuProAlaLeuHisProSerProProProProCysGlyProArgGlyPro 
SerHisLysileHisSerTyrGlnLeuTyrThrHisProLeuLe uHisProValAspHisValAspArg 

900 910 920 930 940 950 960 

1 1 1 1 1 1 1 
GTCCCAGCACAGACCACCACACCCATGTCCACCATGTCCACAATCCACACCTCCTCTACTCCAGAGACC 
ValProAlaGlnThrThrThrProMETSerThrMETSerThrileHisThrSerSerThrProGluThr 

SerGlnHisArgProProHisProCysProProCysProGlnSerThrProProLeuLeuGlnArgPro 
ProSerThrAspHisHisThrHisValHisHisValHisAsnProHisLeuLeuTyrSerArgAspHis 

970 980 990 1000 1010 1020 1030 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCCACACCTCCACAGTGCTGACCACCACAGCCACCATGACAAGGGCCACCAATTCCACGGCCACACCC 
ThrHisThrSerThrValLeuThrThrThrAlaThrMETThrArgAlaThrAsnSerThrAlaThrPro 

ProThrProProGlnCys---ProProGlnProPro---GlnGlyProProileProArgProHisPro 
ProHisLeuHisSerAlaAspHisHisSerHisHisAspLysGlyHisGlnPheHisGlyHisThrLeu 

1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 
1 1 nam HI 1 1 1 Pst I 1 

TCCTCCACTCTGGGGACGACCCGGATCCTCACTGAGCTGACCACAACAGCCACTACAACTGCAGCCACT 
SerSerThrLeuGlyThrThrArgileLeuThrGluLeuThrThrThrAlaThrThrThrAlaAlaThr 

ProProLeuTrpG lyArgProGlySerSerLeuSer---ProGlnGlnProLeuGlnLeuGlnProLeu 
LeuHisSerGlyAspAspProAspProHis---AlaAspHisAsnSerHisTyrAsncysSerHisTrp 
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1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 
Bamllll 1 1 1 Bamlll\ 1 1 

GGATCCACGGCCACCCTGTCCTCCACCCCAGGGACCACCTGGATCCTCACAGAGCCGAGCACTATAGCC 
GlySerThrAlaThrLeuSerSerThrProGlyThrThrTrpileLeuThrGluProSerThrileAla 

AspProArgProProcysProProProGlnGlyProProGlySerSerGlnSerArgAlaLeu---Pro 
IleHisGlyHisProValLeuHisProArgAspHisLeuAspProHisArgAlaGluHisTyrSerHis 

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCGTGATGGTGCCCACCGGTTCCACGGCCACCACCTCCTCCACTCTGGGAACAGCTCACACCCCCAAA 
ThrValMETValProThrGlySerThrAlaThrThrSerserThrLeuGlyThrAlaHisThrProLys 

Pro---TrpCysProProValProArgProProProProProLeuTrpGluGlnLeuThrProProLys 
ArgAspGlyAlaHisArgPheHisGlyHisHisLeuLeuHisSerGlyAsnSerSerHisProGlnSer 

1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 

1 1 1 1 1 1 1 
GTGGTGACCGCCATGGCCACTATGCCCACAGCCACTGCCTCCACGGTTCCCAGCTCGTCCACCGTGGGG 
ValValThrAlaMETAlaThrMETProThrAlaThrAlaSerThrValProSerSerSerThrValGly 

Trp---ProProTrpProLeuCysProGlnProLeuProProArgPheProAlaArgProProTrpGly 
GlyAspArgHisGlyHisTyrAlaHisSerHisCysLeuHisGlySerGlnLeuValHisArgGlyAsp 

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 
1 Pst 1 1 1 1 1 1 1 

ACCACCCGCACCCCTGCAGTGCTCCCCAGCAGCCTGCCAACCTTCAGCGTGTCCACTGTGTCCTCCTCA 
ThrThrArgThrProAlaValLeuProSerSerLeuProThrPheSerValSerThrValSerSerSer 

ProProAlaProLeuGlnCysSerProAlaAlaCysGlnProSerAlaCysProLeuCysProProGln 
HisProHisProCysSerAlaProGlnGlnProAlaAsnLeuGlnArgValHisCysValLeuLeuSer 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 
1 1 1 1 1 1 Pst 1 

GTCCTCACCACCCTGAGACCCACTGGCTTCCCCAGCTCCCACTTCTCTACTCCCTGCTTCTGCAG 
ValLeuThrThrLeuArgProThrGlyPheProSerSerHisPheSerThrProCysPheCys 

SerSerProPro---AspProLeuAlaSerProAlaProThrSerLeuLeuProAlaSerAla 
ProHisHisProGluThrHisTrpLeuProGlnLeuProLeuLeuTyrSerLeuLeuLeuGln 
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5 10 15 

1 1 1 
1 Gly Ser Thr Al a Thr Al a Ser Ser Thr Gln Al a Thr Al a Gly Thr 

16 Pro His Val Ser Thr Thr Al a Thr Thr Pro Thr Val Thr Ser Ser 
31 Lys Al a Thr Pro Ser Ser Ser Pro Gly Thr Al a Thr Al a Leu Pro 
46 Al a Leu Arg Ser Thr Al a Thr Thr Pro Thr Al a Thr Ser Phe Thr hydrophile 
61 Al a Ile Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Thr Trp Thr Arg Leu Ser 
76 Gln Thr Thr Thr Pro Thr Al a Thr Met Ser Thr Al a Thr Pro Ser 
91 Ser Thr Pro Glu Thr Val His Thr ser Thr Val Leu Thr Thr Thr 

106 Al a Thr Thr Thr Gly Al a Pro Al a Leu Trp Pro Pro Pro Pro Pro 
121 Pro Gln Glu Gln Leu Thr Leu Pro Lys Cys Asp Tyr His A sn His 
136 Gly Leu His Ser His Pro Leu Leu Gln Pro Arg Asp Gly Thr His hydrophobe 
151 Al a Ser ser Val Asp Gln His A sn His His Thr His A sn His His 
166 Thr His Asn Gln Trp Leu His Gly Asp Pro Ser Ser Ile Pro Gly 
181 Thr Thr His Thr Al a Arg Val Leu Thr Thr Thr Thr Thr Thr Val 
196 Al a Thr Gly Ser Met Al a Thr Pro Ser Ser Ser Thr Gln Thr Ser 
211 Gly Thr Pro Pro Ser Leu Thr Thr Thr Al a Thr Thr Ile Thr Al a 
226 Thr Gly Ser Thr Thr A sn Pro Ser Ser Thr Pro Gly Thr Thr Pro 
241 Ile Pro Pro Val Leu Thr Ser Met Al a Thr Thr Pro Al a Al a Thr 
256 Ser Ser Lys Al a Thr Ser Ser Ser Ser Pro Arg Thr Al a Thr Thr 
271 Leu Pro Val Leu Thr Ser Thr Al a Thr Lys Ser Thr Al a Thr Ser 
286 Phe Thr Pro Ile Pro Ser Ser Thr Leu Trp Thr Thr Trp Thr Val 
301 Pro Al a Gln Thr Thr Thr Pro Met Ser Thr Met ser Thr Ile His 

hydrophile 316 Thr Ser Ser Thr Pro Glu Thr Thr His Thr Ser Thr Val Leu Thr 
331 Thr Thr Al a Thr Met Thr Arg Al a Thr A sn Ser Thr Al a Thr Pro 
346 Ser ser Thr Leu Gly Thr Thr Arg Ile Leu Thr Glu Leu Thr Thr 
361 Thr Al a Thr Thr Thr Al a Al a Thr Gly Ser Thr Al a Thr Leu Ser 
376 Ser Thr Pro Gly Thr Thr Trp Ile Leu Thr Glu Pro Ser Thr Ile 
391 Al a Thr Val Met Val Pro Thr Gly Ser Thr Al a Thr Thr Ser Ser 
406 Thr Leu Gly Thr Al a His Thr Pro Lys Val Val Thr Al a Met Al a 
421 Thr Met Pro Thr Al a Thr Al a Ser Thr Val Pro Ser Ser Ser Thr 
436 Val Gly Thr Thr Arg Thr Pro Al a Val Leu Pro Ser Ser Leu Pro 
451 Thr Phe Ser Val Ser Thr Val Ser Ser Ser Val Leu Thr Thr Leu 
466 Arg Pro Thr Gly Phe Pro Ser Ser His Phe Ser Thr Pro Cys Phe 
481 cys 
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3B 

ZB 

·······~· 
lB 

Courbe d'hydrophilie 

de la séquence CEL5AB -lB 

-ZB 
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Figure 42 : Alternance de domaines hydrophiles 1 hydrophobes au niveau peptidique de 

CEL5A-B. 
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1500 bases 
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[:())ffl région séquencéc 

A 

Figure 43 : Représentation des régions séquencées du fragment CELSF. 

10 20 30 40 50 60 

1 1 1 1 1 1 
ng l II - ---AGATCTGTGGCCCACAGTGGGACACCCTCTGGCCTCCTCCTGCTCCCCCAGACCGGTCAGGCAGGCCTG 

ArgSerValAlaHisSerGlyThrProSerGlyLeuLeuLeuLeuProGlnThrGlyGlnAlaGlyLeu 
AspLeuTrpProThrValGlyHisProLeuAlaSerSerCysSerProArgProValArgGlnAlaTrp 

IleCysGlyProGlnTrpAspThrLe uTrpProProPioAlaProProAspArgSerGlyArgProGly 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
GGTGGCAGGGAAGGCACCAGCCATCCCTGTACTTACCTAGAGTTGCAGGTGGCAGGCTGTATGGGGCCG 
Gl yGlyArgGluGlyThr SerHisProCysThrTyrLeuGluLeuGlnValAlaGlyCysMETGl yPro 

Va l AlaG l yLysAlaProAlaileProValLeuThr---SercysArgTrpGlnAlaValTrpGlyArg 
TrpGlnGlyArgHisGlnProSerLeuTyrLeuProArgValAlaGlyGlyArgLeuTyrGlyAlaAla 

140 150 160 170 180 190 200 
1 1 1 1 1 1 1 

CATGGCTTGTACACTTTGGTGGGTGGGCAGGTGAGGTCTGTGGGCACAGAGÀGGTGTCAGACAAGCCAA 
HisGlyLeuTyrThrLeuValGlyGlyGlnValArgserValGlyThrGluArgCysGlnThrSerGln 

METAlaCysThrLeuTrpTrpValGlyArg-- - GlyLeuTrpA l aGlnArgGlyValArgGlnAlaLys 
TrpLeuVa l HisPheGlyGlyTrpAlaGlyGluValCysGlyHisArgGluValSerAspLysProArg 

210 220 230 240 250 260 270 

1 1 1 1 1 1 1 
GGGGTTGGGGGGGCCCAGGGCGCCCAATCACCGCACAGGACACTCAGAGAGGCCGAGGAGTCTGGGG 
GlyVa lG lyG l yA l a Gl nGlyA l aGl nSerProHisArgThrLeuArgGl uAl aGluGl uSerG l y 

Gl yLeuGlyG l yProArgAlaProAsnHisArgThrGlyHisSerGluArgProArgSerLeuGly 
Gl yTrpGlyG l yProGlyArgProi l eTh rAlaG l nAspThrGlnArgGlyArgGlyValTrp 

Figure 44.A : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres de lecture 

de CELSFt. 
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c 

10 20 30 40 50 60 
San Ji\ 1 1 1 1 1 L5.!:.!.__ 
GATCTGATGCTGAGCCAGTGAG1'CCTCCCCTCGGGGGTTGCAGGCCCTGGGGTCCCCCGCCGCCCGCAT 
AspLeuMETLeuSerGln---ValLeuProSerGlyValAlaGlyProGlyValProArgArgProHis 

Ile---Cys---AlaSerGluSerSerProArgGlyLeuGlnAlaLeuGlySerProAlaAlaArgMET 
SerAspAlaGluProValSel·ProProLeuGlyGlyCysArgProTrpGlyProProProProAlaCys 

70 80 90 100 110 120 130 
1 1 1 1 1 San Ji\ 1 1 
GCACGCACGCACGCAGCTCCCTGGGGCTGGGGGCCTCCGTCCTGATCGCTTTCCCCCACAGGGTCTTTG 
AlaArgThrHisAlaAlaProTrpGlyTrpGlyProProSer---serLeuSerProThrGlySerLeu 

l!isAlaArgThrGlnLeuProGlyAlaGlyGlyLeuArgProAspArgPhcProProGlnGlyLeuCys 
ThrHisAlaArgSerSerLeuGlyLeuGlyAlaSerValLeuileAlaPheProllisArgValPheAla 

140 150 160 170 180 190 200 

1 1 1 1 1 1 ~ 
CTGAGTGCCACAACCTTGTGCCCCCGGGCCCATTCTTCAACGCCTGCATCAGCGACCACTGCAGGGGCC 
LeuSerAlaThrThrLeuCysProArgAlaHisSerSerThrProAlaSerAlaThrThrAlaGlyAla 

---ValProGlnProCysAlaProGlyProileLeuGlnArgLeuHisGlnArgProLeuGlnGlyPro 
GluCysHisAsnLeuValProProGlyProPhePheAsnAlaCysileSerAspHisCysArgGlyArg 

210 220 230 240 250 260 270 
1 1 1 1 1 SI'! 1 1 

GCCTTGAGGTGCCCTGCCAGAGCCTGGAGGCTTACGCAGAGCTCTGCCGCCCCCGGGGAGTGTGCAGTG 
AlaLeuArgcysProAlaArgAlaTrpArgLeuThrGlnSerSerAlaAlaProGlyGluCysAlaVal 

Pro---GlyAlaLeuProGluProGlyGlyLeuArgArgAlaLeuProProProGlySerValGln--
LeuGluValProCysGlnSerLeuGluAlaTyrAlaGluLeuCysArgProArgGlyValCysSerAsp 

280 290 300 310 320 330 340 
1 1 1 1 SPI 1 1 1 

ACTGGCGAGGTGCAACCGGTGGCCTGTTCGGTGAGTGGGGGCGGCCCCGGGCCCCCAGACCCCTCTTCC 
ThrGlyGluValGlnProValAlaCysSerValSerGlyGlyGlyProGlyProProAspProSerSer 

LeuAlaArgCysAsnArgTrpProValArg---ValGlyAlaAlaProGlyProGlnThrProLeuPro 
TrpArgGlyAlaThrGlyGlyLeuPheGlyGluTrpGlyArgProArgAlaProArgProLeuPheLeu 

350 360 370 

1 1 1 
TCTCTGAGTGTCCTGTGCGGTGAGTGGGG 
SerLeuSerValLeucysGlyGluTrp 
Leu---ValSerCysAlaValSerGly 

SerGluCysProValArg---ValGly 

10 20 30 40 50 60 

1 1 1 1 1 1 
GTGTCCTGTGCGGTGATTGGGCGCCCTGGGCCCCCCCAACCCCTTGGCTTGTCTGACACCTCTCTGTGC 
ValSerCysAlaValileGlyArgProGlyProProGlnProLeuGlyLeuSerAspThrSerLeucys 

cysProVa1Arg---LeuGlyAlaLeuGlyProProAsnProLeuAlaCysLeuThrProLeuCysAla 
ValLeuCysGlyAspTrpAlaProTrpAlaProProThrProTrpLeuVal---HisLeuSerValPro 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
CCACAGACCTCACCTGCCCACCCACCAAAGTGTACAACGCATGCGGCCCCA'l'ACAGCCTGCCACCTGCA 
ProGlnThrSerProAlaHisProProLyscysThrThrllisAlaAlaProTyrserLeuProProAla 

HisArgProHisLeuProThrHisGlnSerValGlnArgMETArgProHisThrAlaCysHisLeuGln 
ThrAspLeuThrCysProProThrLysValTyrAsnAlaCysGlyProileGlnProAlaThrCysAsn 

140 150 160 170 180 190 200 

1 1 1 1 1 1 1 
ACTCTAGGTAATACAGGGATGGCTGGTGCCTTCCCTGCCTCCCAGGCCTGCCTGACCGGTCTGGGGGAG 
ThrLeuGlyAsnThrGlyMETAlaGlyAlaPheProAlaSerGlnAlaCysLeuThrGlyLeuGlyGlu 

Leu---ValileGlnGlyTrpLeuValProSerLeuProProArgProAla---ProValTrpGlySer 
SerArg---TyrArgAspGlyTrpCysLeuProCysLeuProGlyLeuProAspArgSerGlyGlyAla 

210 220 230 240 
1 1 1 1 Il~l Il 

CAGGAGGAGGCCAGAGGGTGTCCCACTGTGGGCCACAGATCT 
GlnGluGluAlaArgGlyCysProThrValG1yHisArgSer 

ArgArgArgProGluGlyValProLeuTrpAlaThrAsp 
GlyGlyGlyGlnArgValSerHisCysGlyProGlnile 

Figure 44 : Séquences nucléotidiques et peptidiques déduites dans les trois cadres de 

lecture de CELSF2 (B) et de CELSF3 (C). 
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La séquence CEL5F 2 présente trois sites potentiels de reconnaissance de la protéine 

stimulatrice SPI [187]. L'existence de tels sites permet de supposer que ce fragment est une 

séquence intronique qui aurait peut-être un rôle dans la stimulation de l'expression du gène 

MUC5B. 

• CEL5D: 

La séquence CEL5D (Figure 45) n'est pas organisée en "tandem repeats" et ne possède 

pas d'homologie avec des séquences connues (banques de données). 

D'autre part, aucun des cadres de lecture n'est ouvert d'un bout à l'autre de la séquence, ce 

qui pourrait révéler la présence de la partie terminale non codante du gène. La présence à 

l'extrémité 3' d'un site potentiel de polyadénylation (AAT AAA) (bases : 733-738) est un élément 

favorable à cette hypothèse et nous permet de supposer que CEL5D constitue la partie 3' 

terminale du gène [188]. De plus, la séquence non codante en aval du site (AATAAA) jusqu'à 

l'extrémité 3' est une séquence répétitive du génome humain de type "Alu family". 

On peut déceler plusieurs sites potentiels d'épissage qui pourraient signaler la présence 

d'un intron [189] en particulier un site donneur (CAGGAAGT : position 95) et un site accepteur 

GAGG (position 202) précédé d'une séquence typique riche en bases pyrimidiques (position 180 à 

199). 

La partie 3' terminale du gène MUC2, en aval de la région répétitive, comprend au moins 

7 introns dont certains sont assez grands (727 pb). L'ADNe de 2600 bases correspondant à cette 

extrémité est donc constitué de nombreux petits exons, au moins 8 qui peuvent avoir une taille 

moyenne de 300 pb. Si le gène MUC5B est construit de manière analogue à MUC2, on peut 

supposer qu'il puisse exister de nombreux petits exons dans la partie 3' du gène. Ces exons vont 

être difficiles à délimiter sans la connaissance de la séquence complète de l'ARNm correspondant. 

C'est pourquoi nous avons envisagé de réaliser une amplification par PCR à partir 

d'oligonucléotides localisés de part et d'autre des sites potentiels d'épissage. Malheureusement, la 

recherche informatique n'a pas permis de définir de couples d'oligonucléotides compatibles 

(problèmes de répétions de séquences, de conformations). 



Pst I 

Figure 45 : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres 

de lecture de CELSD. 

10 20 JO 40 50 60 

1 1 1 1 1 1 
CTGCAGAAGCCTGTGGTGTGGGTGCAGAGCGGGGCCTTCCCCACACCGGGGCCTGCCTCTGCCCTGTGC 
LeuGlnLysProValValTrpValGlnSerG lyAlaPheProThrProGlyProAlaSerAlaLeucys 

CysArgSerLeuTrpCysGlyCysArgAlaGlyProSerProHisArgGlyLeuProLeuProCysAla 
AlaGluAlaCysGlyValÇlyAlaGluArgGlyLeuProHisThrGlyAlaCysLeuCysProValPro 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 D 1 1 1 1 
CCTTGGGTGGGTCCTGCCCTGCCCAGGAAGTGATGCCATCACACTGTACATTTACAGAGCTCCCAGCTC 
ProTrpValGlyProAlaLeuProArgLys---CysHisHi~ThrVall!isLeuGlnSerSerGlnLeu 

LeuGlyTrpValLeuProCysProGlySerAspAlaileThrLeuTyrileTyrArgAlaProSerSer 
LeuGlyGlySerCysProAlaGlnGluValMETProSerHiscysThrPheThrGluLeuProAlaPro 

140 150 160 170 180 190 200 

1 1 1 1 A L_ 
CTGGGGGCCCAGCCAGGCCCTGCCAGCGTCCAGAGCTCCAGCCTCTCCTGCCCTCCTTGCCGAGGCCCA 
LeuGlyAlaGlnProGlyProAlaSerValGlnSerserserLeuSerCysProProCysArgGlyPro 

TrpGlyProSerGlnAlaLeuProAlaSerArgAlaProAlaSerProAlaLeuLeuAlaGluAlaGln 
GlyGlyProAlaArgProCysGlnArgProGluLeuGlnProLeuLeuProSerLeuProArgProSer 

210 220 230 240 250 260 270 

1 1 1 1 1 1 1 
GCAGGCGAGCCACCCCAGGACTGGGCTGGAGATAGGCAGGGGCCTGACAAGGTTGCAGGTGGGCTCTGG 
AlaGlyGluProProGlnAspTrpAlaGlyAspArgGlnGlyProAspLysValAlaGlyGlyLeuTrp 

GlnAlaSerHisProArgThrGlyLeuGluileGlyArgGlyLeuThrArgLeuGlnValGlySerGly 
ArgArgAlaThrProGlyLeuGlyTrpArg---AlaG lyAla---GlnGlyCysArgTrpAlaLeuVal 

280 290 300 310 320 330 340 

1 1 1 1 1 1 1 
TGGGCGGTGGGCTAGGTTGGTCACCACTGGGGTGAGCTTCTATAGGTTTACCCTGCGTCTCCGAGGCTG 
TrpAlaValGly---ValGlyHisHisTrpGlyGluLeuLeu---ValTyrProAlaSerProArgLeu 

GlyArgTrpAlaArgLeuValThrThrGlyValSerPheTyrArgPheThrLeuArgLeuArgGly--
GlyGlyGlyLeuGlyTrpSerProLeuGly- --AlaSerileGlyLeuProcysValSerGluAlaAsp 

350 360 370 380 390 400 410 

1 1 1 1 1 1 1 
ATTGTCTGGAGGTTGCGCCAGGTCACTGCCTGACCTGGGTCTGCATTCCGCCACGTGTAAACAAATGGT 
IleValTrpArgLeuArgGlnValThrAla---ProGlySerAlaPheArgHisVal---ThrAsnGly 

LeuSerGlyGlyCysAlaArgSerLeuProAspLeuG lyLeuHisSerAlaThrCysLysGlnMETVal 
CysLeuGluValAlaProGlyHisCysLeuThrTrpVa lCysileProProArgValAsnLysTrpPhe 

420 430 440 450 460 470 480 

1 1 1 1 1 1 1 
TTCCGAAACCTCAGTCATTCCCATGGTGCGATGGTTTCCTTAGACCCATTTATGTCGGTGTATGGTACA 
PheArgAsnLeuSerHisserHisGlyAlaMETValSerLeuAspProPheMETSerVa lTyrGlyThr 

SerGluThrSerValileProMETValArgTrpPhePro---ThrHisLeucysArgCysMETValGln 
ProLysProGlnSerPheProTrpCysAspGlyPheLeuArgProileTyrValGlyValTrpTyrLys 

490 500 510 520 530 540 550 

1 1 1 1 1 1 1 
AGCACCCCTCTCAGAGGCCCATGCTGTGCTGTCTCTGTGCCCCAGAACCGTATCATTCAATCCTGACAA 
SerThrProLeuArgGlyProCysCysAlaValSerValProGlnAsnArgileileGlnSer---Gln 

AlaProLeuSerGluAlaHi sAlaValLeuSerLeucysProArgThrValSerPheAsnProAspAsn 
HisProSerGlnArgProMETLeucyscysLeuCysAlaProGluProTyrHisSerileLeuThrile 

132 



560 570 580 590 600 610 620 

1 1 1 1 1 1 1 
TACCCTGTGTGGTGTCTGCTATTGTGTCTCCCACTCCACAGATGGGAACACTGAGGCACAAAGCAATGA 
TyrProValTrpcysLeuLeuLeuCysLeuProLeuHisArgTrpGluHis---GlyThrLysGln--

ThrLeuCysGlyValCysTyrCysValSerHisSerThrAspGlyAsnThrGluAlaGlnSerAsnGlu 
ProCysValValSerAlaileValSerProThrProGlnMETGlyThrLeuArgHisLysAlaMETLys 

630 640 650 660 670 680 690 

1 1 1 1 1 1 1 
AAAGGTGTGGTTCTGTCAGGGGGAAAGCTGGGCTCACATCCAGGCAGCCCAAGTCGAGGCCACACTCAA 
LysGlyValValLeuSerGlyGlyLysLeuGlySerHisProGlySerProSerArgGlyHisThrGln 

LysValTrpPheCysGlnGlyGluScrTrpAlaHisileGlnAlaAlaGlnValGluAlaThrLeuLys 
ArgcysGlySerValArgGlyLysAlaGlyLeuThrSerArgGlnProLysSerArgProHisSerLys 

700 710 720 730 740 750 

1 1 1 1 1 1 
AACCACAGGGCTCTGCAATGCCCCAGAGCAAGTAACTATAAAAATAAACACAGTGGGCCAGGCGCGGTG 
AsnHisArgAlaLeuGlnCysProArgAlaSerAsnTyrLysAsnLysHisSerGlyProGlyAlaVal 

ThrThrGlyLeucysAsnAlaProGluGlnValThrileLysileAsnThrValGlyGlnAlaArgTrp 
P~oGlnGlySerAlaMETProGlnSerLys---Leu~--Lys---ThrGlnTrpAlaArgArgGlyGly 

760 770 780 790 800 810 820 

1 1 1 1 1 1 1 
GCTCATGCCTGTAATCCCAGCATTTTGGGAGGCTGAGACGGGCGGATTACAGGTCAGGAGATCCGGGGA 
AlaHisAlaCysAsnProSerileLeuGlyGly---AspGlyArgileThrGlyGlnGluileArgGly 
LeuMETProValileProAlaPheTrpGluAlaGluThrGlyGlyLeuGlnValArgArgSe~GlyGlu 

SercysLeu---SerGlnHisPheGlyArgLeuArgArgAlaAspTyrArgSerGlyAspProGlyAsn 

830 

1 
ATTC 
Ile 

Phe 
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Considérant la séquence nucléotidique en amont du premier site donneur, on constate que 

celle-ci code pour une région potentiellement riche en cystéine ( 5 résidus de cystéine pour 31 

résidus d'acides aminés soit 16%, lisible dans le 2ème cadre). Une telle richesse a déjà été 

observée au niveau des domaines C-terminaux de mucines sécrétées tels que ceux de MUC2 

(Cys: 9%) [96], d'une mucine sous-maxillaire de porc (Cys : 12%) [190] et d'une mucin-like 

intestinale de rat [191]. Cette séquence riche en cystéine est un argument de plus en faveur de la 

présence, au niveau de CELSO, de l'extrémité 3' terminale du gène MUCSB. 

Afin d'authentifier le site de poly-adénylation et d'établir l'agencement précis exon

intron de cette région, il sera indispensable d'isoler le clone d'ADNe correspondant à l'extrémité 

3' terminale du gène MUCSB. 

Afin d'isoler la partie du génome contenant les fragments Barn Ill/Barn HI de 1.7, 0.3 kb 

et peut être d'autres fragments 1.2 kb correspondant à MUCSB, nous avons réalisé un nouveau 

criblage avec la sonde JER57 et des sondes des extrémités 5' et 3' du clone CELS. Aucun clone 

différent de celui-ci n'a pu être isolé à partir de la banque en vecteur ÀEMBL4. Nous avons donc 

été amenés à utiliser une nouvelle banque, cette fois-ci cosmidique pouvant contenir des inserts 

d'une quarantaine de kilobases. 

D. LA BANQUE GENOMIQUE HUMAINE EN VECTEUR COSMIDIQUE 

CRIBLEE PAR LA SONDE JER57 

Un premier criblage de cette banque a permis l'obtention d'un clone cosmidique BENI, 

hybridant avec la sonde JER57. 

1) Carte de restriction de BENl 

L'existence d'un site de restriction Not I dans l'insert n'a pas permis de construire les deux 

cartes partielles chevauchantes (T3, T7) et n'a donc, par conséquent, pas facilité le 

positionnement de chacun des sites. C'est pourquoi la cartographie de la région centrale est 

encore un peu imprécise (Figure 46). 



5' E II Xho Spc II E B \ 1\ X ho 1\ Il \ot B Il Il Il 1\ Il Il II K 1\ Il Il 1\ Il K B 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il 1 1 1 Il Il 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 11.1 .. · · · · · · . i 1 1 1 

Sli Bgl Mlu Ssp Ssp Bgl Ssp :\liu Hgl Ilgl BssH Hgl Sac \lit,~. ·· ' .. Mlu Sai 'iar Sli Sli : 

1--------l 1 k b 

B :Barn fi 
Bgl: Bgl II 
BssH : Bss HII 
E: Eco RI 
H: Hind III 
K: Kpn 1 
Mlu: Mlu 1 
l'iar: :\ar 1 
Not: l'iot 1 

P: Pst 1 
S:Smal 
Sac: Sac II 
Sai : Sai 1 
Sfi : Sti 1 
Spe: Spe 1 
Ssp: Ssp 1 
X: X ba 1 
X ho: X ho 1 

. Bgl Sfi 

pp p p p p p l' 

1----l 100 pb 

~ séquence déterminée 

Figure 46 : Carte de restriction du clone cosmidique BENl 
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La carte de restriction de BENI met en évidence la présence de deux sites rares Not I et 

Bss HII à 0,5 kb l'un de l'autre. Ce fragment de 0.5 kb Not I 1 Bss llll a été séquencé. Sa 

séquence présente un pourcentage élevé de résidus (G + C) (66%) caractéristique des îlots CpG. 

En effet, dans le reste du génome le taux de G + C est de l'ordre de 40% seulement. La proximité 

de ces deux sites rares et la forte concentration des nucléotides G et C sont en faveur de 

l'existence d'un îlot CpG. Ces deux sites correspondent respectivement aux sites Not II et 

Bss HII2 de la cartographie de la région llpi5.5 décrite précédemment et définissent l'îlot CpG 

"lg" (Figure 47), annonciateur du gène MUCSB. 

Dans la littérature [I73], il est décrit que les îlots CpG ont une taille moyenne de I à 2 kb 

et recouvrent en général les deux premiers exons du gène et leurs séquences promotrices. La 

séquence de ce petit fragment possède deux sites potentiels de fixation de la protéine stimulatrice 

SPI, permettant de suspecter l'implication de cette région dans la régulation de l'expression du 

gèneMUCSB. 

Cet îlot CpG "Ig" contenu dans le clone BENI permettrait de localiser le début du gène 

MUCSB et surtout la région contenant les séquences promotrices et régulatrices. La sonde 

JER57, hybride en aval de l'îlot CpG "lg", définissant le gène MUCSB. 

En amont de l'îlot "Ig", et en 5' du clone BENI, nous avons pu identifier une nouvelle 

séquence organisée en "tandem repeats" (Figure 48). Cette séquence (BENIS') qui ne présente 

pas d'homologie avec des séquences connues possède un motif répétitif de 66 pb et montre un 

profil d'hybridation sur Southern blot de l'ADN humain, tout à fait spécifique. 

Eco RI 

>30 

Barn Ill 

13 

Taille des bandes (kb) 

EcoRI/Bamlll 

6 

Hind III 

5 

Xbal 

16 

Pst 1 

1.8 

1.3 

La séquence n'est pas caractérisée par une richesse en acides aminés thréonine, sérine, 

proline spécifique des séquences de mucines isolées jusqu'à présent. Cependant, cette séquence 

caractérise peut être un nouveau gène de mucine. Pour nous en assurer, une étude de l'expression 

de ce nouveau fragment exonique est envisagée. L'existence d'un nouveau gène de mucine en 

amont de MUCSB renforcerait l'idée de la présence d'un cluster "MUC" en IIpi5.5. 



11 12 13 14 15 16 17 18 19 110 Iu 112 
1 lzzzzzzzzzzzzzznl 1 1 lwd P.""'"'"~ 1 1 1 

3'1 i 15' 

BENl 

1: Ilot CpG 

H 
~ Région inter-îlot contenant MUC2 20 Kb 

Lt)::~:~~:)'? 1 Région inter-îlot contenant MUC5AC 

~ Région inter-îlot contenant MUC5B 

Figure 47 : Correspondance entre le clone BENl et la mégacartographie. 
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10 20 30 40 50 60 
r.:TRl 1 1 1 1 1 Sacl 1 

AGCAGGGTAGGTCCCCGCGGTCGGCCACGTCTTGGGGTATCCCCGGCAGCAGCTGAGCTCCTGGGC 
SerArgValGlyProArgGlyArgProArgLeuGlyValSerProAlaAlaAlaGluLeuLeuGly 
AlaGly---ValProAlaValGlyHi sValLeuGlyTyrProArgG lnGlnLeuSerSerTrpAla 

GlnGlyArgSerProArgSerAlaThrSerTrpGlyileProGlySerSer---AlaProGlyGln 

80 90 100 110 120 130 
r,:t: T. R 2 1 1 1 1 1 Sa ci 1 
AGCAGGATGGGTCCCCGCGATCGGCCACGTCTTGGGGTGTCCCTGGCAGCAGCTCTGAGCTCCGGG 
SerArgMETGlyProArgAspArgProArgLeuGlyValSerLeuAlaAlaAlaLeuSerSerGly 

AlaGlyTrpValProAlaileGlyHisValLeuGlyCysProTrpGlnGlnLeu-- - AlaProGly 
GlnAspGlySerProArgSerAlaThrSerTrpGlyValProGlySerSerSerGluLeuArgAla 

140 150 160 170 180 190 

1 1 1 1 1 _D_ 1 
CAGCAGGGTGACTTCTTGGAGCAACCAGAGATCCAGGGCAGCTGCTGGCCCAGGTGCAGAGAGATG 
GlnGlnG lyAspPheLeuGluGlnProGluileGlnGlySercysTrpProArgCysArgGluMET 

SerArgValThrSerTrpSerAsnGlnArgSerArgAlaAlaAlaGlyProGlyAlaGluArgTrp 
AlaGly---LeuLeuGlyAlaThrArgAspProGlyGlnLeuLeuAlaGlnValGlnArgAspGly 

200 210 220 230 240 250 260 

1 1 1 1 1 1 1 
GATGCTGCGGTGCATGGATGCCAGCTGAAGCCCTGGGAGCAGAGAGACCTAGGATGATTTTAAGGA 
AspAlaAlaValHisGlyCysGlnLeuLysProTrpGluGlnArgAspLeuGly---Phe---Gly 
~ETLeuArgcysMETAspAlaSer- -- SerProG lySerArgGluThr---AspAspPheLysGlu 

CysCysGlyAlaTrpNETProAlaGluAlaLeuGlyAlaGluArgProArgMETileLeuArgArg 

GGC'l' 
Gly 

Al a 

Figure 48 : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres de 

lecture de l'extrémité 5' du clone BENI (BENIS'). 

T.R: "Tandem Repeats" 
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L'hybridation de ce fragment BEN15' sur les Southern blots de l'étude par électrophorèse 

en champ pulsé, a permis de vérifier sa localisation entre les îlots CpG "I7'' et "18"· 

La sonde JER57 hybride avec la partie 3' de BENI sur plus de 4,5 kb. Cette région 

représentée par un cadre "hachuré" sur la figure 46 a été entièrement séquencée. 

2) Séquence de BENJA 

Cette séquence qui correspond à l'extrémité 3' de BENI est caractérisée par un motif 

répétitif de 87 pb (Figure 49). Elle comprend un fragment Bamlll du 1.1 kb assimilable au 

fragment 1.2 kb observé en Southern blot ainsi que deux fragments de 1.6 kb (assimilable à la 

bande 1.7 kb). Elle présente une richesse en acides aminés hydroxylés (thréonine 23%, sérine 

13.2%) caractéristiques des ADNe de la famille MUC5B, mais néanmoins, ne possède pas 100% 

d'homologie avec les clones ADNe déjà décrits dans cette famille. La séquence BENIA est 

constituée d'un cadre ouvert de lecture d'un bout à l'autre (cadre n° 1) (Figure 51). Aucun intron 

n'a été décelé. Cette séquence codante démontre l'existence d'un exon unique d'au moins 4.5 kb. 

Si l'on considère, par comparaison avec les ADNe connus de la famille, le premier cadre 

comme étant le bon cadre de lecture, on peut remarquer tout au long de la séquence peptidique 

déduite, l'alternance de zones hydrophiles potentiellement glycosylables et de zones hydrophobes 

moins glycosylables dites nues (Figure 51) 

La sonde JER 57 hybride avec le clone BENI par des fragments Kpn I de 2.1, 2.3 et 1. 7 

kb et des fragments Barn ID de 1. 7 et 1.2 kb. Ce clone possède donc une partie des fragments 

visualisés sur Southern blot. En ce qui concerne l'hydrolyse Barn m, il manque un fragment de 

0.3 kb. 

De plus les séquences obtenues ne montrent pas 100% d'homologie avec les séquences 

ADNe connues. Ce qui laisse supposer la présence d'autres régions organisées en tandem repeats 

de 87 pb. 

L'étude par Southern blot de l'ADN humain après hydrolyse par l'enzyme Bgl II révèle 

avec JER57 un fragment de 16.5 kb qui permet de placer BENI en 5' de CEL5, les 2 clones étant 

séparés de 3.5 kb (Figure 52). 
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1 GTTCA1ACATI 
G TG C TIT CA ACT AC A AC G TG CGT G T G CIT T TG C T Gfc GA C TAC AG C CAC T G CC CC AG TAC C C TA G C CAC CA G C T C CAC G G C CAC G c 1c c~l 
TC CT CIA ACT CC G G G GA CG AC CT G GA TIC C TC AC A A AG C C GA CC AC A AC AG CC ACT AC GA C T G C G TC CAC T G GAT C CAC G G C CA C1C G C cl 
T C C T CIC A C C CA G G CA AC T G C T G G C A CIC C ~CA CA T G T GA G CAC CA C G G C CA C GA CAC C C A C A G T CAC CA G C T C C A A A G C CA C1T C C cl 
T T C T cie A G T C CA G G GA C T G CA A C C G cie C T T C CA G CAC T GA GA A G CA C A G C CA C CA CA C C C A C A G C TA C CA G C T T T AC A G C CA T1C C C cl 
T C C T C1C T C C C T G G G CAC CAC C T G GA cie C G C C TA T C AC A GA C CA C C §§§&f@ ,fki A CAC C C A T G G C C A C CA T G T C C AC A G C CA etc C C cl 
T C C T cie A C T C CA GAG AC T G T C CAC A cie T C CAC AG T G C T TA C CA C CA C G G C CAC CA CA A C C G G G G C C A C C G G C T C T G T G G C CAC C C C Cl 
TC CT cie AC CCC AG GA AC AG C TC AC A ciTA CC A A AG TG CT GA CT AC CAC A AC CA cl@§h&%@@ i@% § *W G G CT T CAC AG CC AC C C C Cl 
T C C T cie A G C C C A G G G A G G G C A C G C A ciG C T T C C A G T G T G G A T C A G C A C A A C C A C C A C A C C C A C A A C C A G A G G T T C C A C G G T G A C C C C Cl 
T C C T CIC A T C C C G G G G A C C A C C C A C A CIC C C C A C A G T G C T G A C C A C C A C III!IID C A C C A C A A C T G T G G C C A C T G G T T C T A T G G C A A C A C C Cl 
T C C T CIT A G C A C A C A G A C C A G T G G T A CIT C C C C C A T C A C T G A C C A C C A C G G C C A C T A C G A T C A C G G C C A C C G G C T C C A C C A C C A A C C C cl 
T C C T CIA A C T C C A G G G A C A A C A C C T A TIC C C C C C A G T G C T G A C C A C C A C C G C C A C C A C A C C T G C A G C C A C C A G C A G C A C A G T G A C T C C cl 
T C C T CIT G C C C T A G G G A C C A C C C A C A c•A C C C C C A G T G C C G A A C A C C A C G G C C A C C A C A C A C G G G C G A T C C C T G T C C C C C A G C A G T C C cl 
C A C A etc A C A G C C T G G A C T T C G G C C A C C T C A G G C A C C T T G G G C A C C A C C C A C A T C A C A G A G C C T T C C A C G G G G A C T T C C C A C A C C C C At 
G C A A C C A C C G G T A C C A C C C A G C A C T C G A C T C C A G C C C T T T C C A G C C C T G A C C C T A G C A G C A G A A C C A C C G A G T C A C C C C C T T C T C C A 
G G G A C G A C C A C C C C G G G C C A C A C C A C G G C C A C C T C C A G G A C C A C A G C C A C G G C C A C A C C C A G C A A G A C C C G C A C C T C G A C C C T G C T G 
C C C A G C A G C C C C A C A T C G G C C C C C A T A A C C A C G G T G G T G A C C A TaC A G C T A C C C C A T G C C G G G G C C C T C T G G C G G G G A C T T T G A C A C C 
TAC T C CA AC AT C C G T G C G G C C G GA G G G G C C G T C T G T GA G CA G C c 1c C T G G G C C T C GAG T G C C G T G C C C A G G C C C A G C C T G G T G T C C C C 
CC TG CG G GAG TT G G G CC AG G TC G TG GA AT G CA G CC TG GA CT TT GrG CC TG G TC TG CA G GA AC CGT GAG CA G G TG G G GA AG TTC A AG AT 
G T G C T T C A A C T A T G A A A T C C G T G T G T T C T G C T G C A A C T A C G G C CrA C T G C C C C A G C A C C C C G G C C A C C A G C T C T A C G G C C A C G C C C [1!1 
T C C T C C A C T C C A G G G A C G A C C T G G A T C C T C A C A G A G C T G A C C A CIA A C A G C C A C T A C G A C T G A G T C C A C T G G A T C C A C G G C C A C C C C G 
AC CT C CAC CC TG AG A AC AG CT CCC CC TC CC A A AG TG CT GA CC A CIC AC G G CC AC CAC AC C CAC AG TC AC CA G CT C CA A AG CC ACT C CC 
TC CT CC AG TC CA G G GA CT G CA AC C G CCC TTC CA G CAC T GAG A A GIC AC AG CC AC CAC AC C CAC AG CT AC CA G CGT TAC AC CC AT CC C C 
TC TTC CT CCC TG G G CAC CAC C TG GA CCC G CC TA TC AC AG AC CA CiC AC AC C CAC G G CC AC CA TG TC CAC AG CC AC AC C C 
TCCTCCACTCCAGAGACTGCCCACACCTCCACAGTmCTTACCm~CACGGCCACCACAACTGGGGC8ACCGGCTCTGTGGCCACCCCC 
T C C T C C A C C C C A G G A A C A G C T C A C A C T A C C A A A G T G C C A A C T A c 1 C A C A A C C A C ;i;i>::s~~'i§:M.'i>':"i<'i®W'&sWW:,>;:;>·:,,'ili<>:~::z;:;,:·>::.:;::::<::: G G C T T C A C A G C C A C C C C C C 
TC CT C CA G CCC AG G GA CG G CAC T CAC G CC TC CA G TG TG GAT CA G1C AC A AC CAC CAC AC C CAC A AC CA GAG G CT C CAC G G TG AC C C C C 
TC CT C CA TC CC G G G GA CC AC CC AC AC CGC CAC AG TG CT GA CC A CrC AC~ CAC CAC A AC TG TG G C CAC TG G TTC TA T G G CA AC AC C C 
TC CT C TA G CAC AC AG AC CA G TG G TAC TC CCC CA T CAC T GA CC A CrC AC G G CC ACT AC GAT CAC G G C CAC CG G CT C CAC CAC CA AC C C C 
T C C T C A A C T C C T G G G A C A A C T C C C A T C C C C C C A G T G C T G A C C A CrC A C C G C C A C C A C A C C T G C A G C C A C C A G C A A C A C A G T G A C T C C C 
TC CT C TG CCC TA G G GA CC AC CC AC AC AC CCC CA G TG CC GA AC A CrC AC G G CC AC CAC AC AC G G G C GAT C CC TG CC C CC CA G CA G T C C C 
CAC A c 1 c AC AG CC TG GA CT T CG G C CAC C TC G G G CA TC TT G G G CA CIC AC CC AC AT CAC AG AG C C T T C CAC G G G GA C T T C C CAC AC C C CA 
G CA G C1A AC CAC C G G TAC CAC C CA G C AC T C GA CJA G C C C T T T C C A GIC C C T CA C C C T AG C A G C A GA A C CAC C GA G T C A C C C C C T T C T C C A 
G G GA C 1G AC CAC C C C G G G C CAC A C C A C G G C CA C 1C T C CA G GA C CACIA G C CA C G G C CA CAC C C A G CA A GA C C C G CAC C T C GA C C C T G C T G 
CCC A G1C AG CCC CAC AT CG G CCC CC AT A AC CA C 1G G TG G TG AC CA T~ AG CT AC CCC AT G CC G G G G CCC TC TG G CG G G GA CT TT GA CAC C 
T A C T C rC A A C A T C C G T G C G G C C G G A G G G G C C G T rC T G T G A G C A G C C\C 1!1 T G G G C C T C G A G T G C C G T G C C A œJ G C C C A G C C T G G T G T C C C 1!1 
lill T G C rG G G A G T T G G G C C A G G T C G T G G A A T G C A rG C C T G Am C T T T G~G C C T G G T C T G C A G G A A C C G T G A G C A G G T G G G G A A G T T C A A G A T 
G TG C TrT CA ACT AT GA A AT CC G TG TG TTC TG C TrG CA ACT AC G G CC~ CT G CCC CA G CAC CCC G G CC AC CA G CT CT AC G G CC AT G CCC~ 
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Figure 49 : Séquence nucléotidique, organisée en "tandem repeats" de 87 pb de 

BEN lA. 
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Figure 50 : Séquence nucléotidique et peptidique déduite dans les trois cadres de 

lecture de BENlA. 

10 20 JO 40 50 60 
Kpn 1 1 1 1 1 1 1 

GGTACCACCACCTGCCAGCCCCGGTGTCAGTGGACAGAGTGGTTTGATGAGGACTACCCCAAGTCTGAA 
-.- clyThrThrThrCysGlnProArgCysGlnTrpThrGluTrpPhcAspGluAspTyrProLysSerGlu 

ValProProProAlaSerProGlyValSerGlyGlnSerGlyLeuMETArgThrThrProSerLeuAsn 
TyrHisHisLeuProAlaProValSerValAspArgValVal------GlyLeuProG l nVal ---Thr 

70 80 90 100 110 120 130 

1 1 1 1 1 1 1 
CAACTTGGAGGGGACGTTGAGTCCTACGATAAGATCAGGGCCGCTGGAGGGCACTTATGCCAGCAGCCT 
GlnLeuGlyGlyAspValGluSerTyrAspLysileArgAlaAlaGlyGlyHisLeuCysGlnGlnPro 

AsnLeuGluGlyThrLeuSerProThrileArgSerGlyProLeuGluGlyThrTyrAlaSerSerLeu 
ThrTrpArgGlyArg- --ValLeuArg---AspGlnGlyArgTrpArgAlaLeuMETProAlaAla- --

140 150 160 170 180 190 200 

1 1 1 1 1 1 1 
AAGGACATAGAGTGCCAGGCCGAGAGCTTCCCCAACTGGACCCTGGCACAGGTGGGGCAGAAGGTGCAC 
LysAspileGluCysGlnAlaGluSerPheProAsnTrpThrLeuAlaGlnValGlyGlnLysValHis 
ArgThr-- - SerAlaArgProArgAlaSerProThrGlyProTrpHisArgTrpGlyArgArgCysThr 

GlyHisArgValProGlyArgGluLeuProGlnLeuAspProGlyThrGlyGlyAlaGluGlyAlaLeu 

210 220 230 240 250 260 270 

1 1 1 1 1 1 1 
TGTGACGTCACTTCGGCCTGGTGTGCAGGAACTGGGAGCAGCAGGGCGTCTTCAAGA'l'GTGCTACAACT 
CysAspValThrSerAlaTrpCysAlaGlyThrGlySerArgArgAlaSerSerArgCysAlaThrThr 

ValThrSerLeuArgProGlyValGlnGluLeuGlyAlaGlyGlyArgLeuGlnAspValLeuGlnLeu 
---ArgHisPheGlyLeuValCysArgAsnTrpGluG lnGluGlyValPheLysM ETCysTyrAsnTyr 

280 290 300 310 320 330 340 
1 Barn HI 1 1 1 1 1 1 

ACAGGATCCGGGTCCTCTGCTGCAGCGACGACCACTGCAGGGGACGTGCCACAACCCCGCCACCGACCA 
ThrGlySerGlySerSerAlaAlaAlaThrThrThrAlaGlyAspValProGlnProArgHisArgPro 

GlnAspProGlyProLeuLeuGlnArgArgProLeuGlnGlyThrCysHisAsnProAlaThrAspHis 
ArgileArgValLeuCysCysSerAspAspHisCysArgGlyArgAlaThrThrProProProThrThr 

350 360 370 380 390 400 410 

1 1 1 1 1 1 1 -
CAGAGCTGGAGACGGCCACCACCACCACCACCCAGGCCCTGTTCTCAACGCCGCAGCCTACGAGTAGCC 
GlnSerTrpArgArgProProProProProProArgProCysSerGlnArgArgSerLeuArgValAla 

ArgAlaG ly AspG lyll i sHi si Ii sH isH isProG lyProVa lLeuAsnAlaAlaAl aTyrG lu- --Pro 
GluLeuGluThrAlaThrThrThrThrThrGlnAlaLeuPheSerThrProGlnProThrSerSerPro 

420 430 440 450 460 470 480 
Sma 1 1 1 1 1 1 1 1 
CGGGGTGACCAGGGCTCCCCCGGCCAGCACCACAGCAGTCCCCACCCTCTCAGAAGGACTGACATCCCC 
ArgGlyAspGlnGlySerProGlyGlnHisHisSerSerProHisProLeuArgArgThrAspilePro 

GlyValThrArgAlaProProAlaSerThrThrAlaValProThrLeuSerGluGlyLeuThrSerPro 
Gly---ProClyLcuProArgProAlaProGlnGlnScrProProScrGlni.ysAs p ---HisProPro 

490 500 510 520 530 540 550 

1 1 1 1 1 1 1 
CAGATACAClll\GCACCCTTGCT/I.Cl\GCCACCACGGGl\CGCCCliCCACl\G'l'CTGCAGGCTCCACAGAACC 
GlnileHisLysHisProTrpTyrSerllisHisGlyl\rgProThrThrValCysArgLcuHisArgThr 

ArgTyrThrScrThrLcuClyThrl\laTllrThrClyGlyProl\rgGlnSerAlaGlySerThrGluPro 
AspThrGlnAlaProLcuValGlnProProArgGluAlaHisAspSerLeuGlnAlaProGlnAsnPro 
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560 570 580 590 600 610 620 
1 1 1 1 1 1 1 

CACTGTCCCAGGGGTGGCCACATCCACCCTTCCAACACGCTCAGCCCTTCCAGGGACGACGGGGAGCTT 
HisCysProArgGlyGlyHisileHisProSerAsnThrLeuSerProSerArgAspAspGlyGluLeu 

ThrValProGlyValAlaThrSerThrLeuProThrArgSerAlaLeuProGlyThrThrGlySerLeu 
LeuSerGlnGlyTrpProHisProProPheGlnHisAlaGlnProPheGlnGlyArgArgGlyAlaTrp 

630 640 650 660 670 680 690 

1 1 1 1 1 1 1 
GGGCACATGGCCCCCCTCACAGCCACCCACGCTGGCCCCAACAACAATGGCAACCTCCAGAGCTCGCCC 
GlyHisMETAlaProLeuThrAlaThrHisAlaGlyProAs~snAsnGlyAsnLeuGlnSerSerPro 

GlyThrTrpProProSerGlnProProThrLeuAlaProThrThrMETAlaThrSerArgAlaArgPro 
AlaHisGlyProProHisSerHisProArgTrpProGlnGlnGlnTrpGlnProProGluLeuAlaArg 

700 710 720 730 740 750 
1 1 1 1 1 1 

GACAGGCACAGCCAGCACCGCTTCCAAAGAGCCGCTGACCACGAGCCTGGCGCCAACACTCACGAGCGA 
AspArgHisSerGlnHisArgPheGlnArgAlaAlaAspHisGluProGlyAlaAsnThrHisGluArg 

ThrGlyThrAlaSerThrAlaSerLysGluProLeuThrThrSerLeuAlaProThrLeuThrSerGlu 
GlnAlaGlnProAlaProLeuProLysserArg---ProArgAlaTrpArgGlnHisSerArgAlaser 

760 770 780 790 800 810 820 
1 1 1 1 1 1 1 
GCTGTCCACCTCTCAGGCCGAGACCAGCACGCCAGGACAGAGACGACAATGAGCCCCTTGACTAACACC 
AlaValHisLeuSerGlyArgAspGlnHisAlaArgThrGluThrThrMETSerProLeuThrAsnThr 

LeuSerThrSerGlnAlaGluThrSerThrProGlyGlnArgArgGln---AlaPro---LeuThrPro 
CysProProLeuArgProArgProAlaArgGlnAspArgAspAspAsnGluProLeuAsp---HisHis 

830 840 850 860 870 880 890 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCACCAGCCAGGGCACGACCCGCTGTCAACCGAAGTGTGAGTGGACAGAGTGGTTTGACGTGGACTTC 
ThrThrSerGlnGlyThrThrArgcysGlnProLyscysGluTrpThrGluTrpPheAspValAspPhe 

ProProAlaArgAlaArgProAlaValAsnArgSerValSerGlyGlnSerGlyLeuThrTrpThrSer 
HisGlnProGlyHisAspProLeuSerThrGluVal---ValAspArgValVal---ArgGlyLeuPro 

900 910 920 930 940 950 960 
1 1 1 1 1 1 1 

CCAACCTCAGGGGTTGCAAGCGGGGACATGGAAACTTTTGAAAACATCAGGGCTGCTGGGGGCAAGATG 
ProThrSerGlyValAlaSerGlyAspMETGluThrPheGluAsnileArgAlaAlaGlyGlyLysMET 

GlnProGlnGlyLeuGlnAlaGlyThrTrpLysLeuLeuLysThrSerGlyLeuLeuGlyAlaArgCys 
AsnLeuArgGlyCysLysArgGlyHisGlyAsnPhe---LysHisGlnGlyCysTrpGlyGlnAspVal 

970 980 990 1000 1010 1020 1030 

1 1 1 1 1 1 1 
TGCTGGGCACCAAAGAGCATAGAGTGCCGGGCGGAGAACTACCCCGAGGTAAGCATCGACCAGGTCGGG 
CysTrpAlaProLysSerileGluCysArgAlaGluAsnTyrProGluValSerileAspGlnValGly 

AlaGlyHisGlnArgAla---serAlaGlyArgArgThrThrProArg---AlaSerThrArgSerGly 
LeuGlyThrLysGluHisArgValProGlyGlyGluLeuProArgGlyLysHisArgProGlyArgAla 

1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100 
1 1 1 1 1 1 ~T.R 

CAGGTGCTGACCTGCAGCCTGGAGACGGGGCTGACCTGCAAGAACGAAGACCAGACAGGCAGGTTCAAC 
GlnValLeuThrCysSerLeuGluThrGlyLeuThrCysLysAsnGluAspGlnThrGlyArgPheAsn 

Argcys---ProAlaAlaTrpArgArgGly---ProAlaArgThrLysThrArgGlnAlaGlyserThr 
GlyAlaAspLeuGlnProGlyAspGlyAlaAspLeuGlnGluArgArgProAspArgGlnValGlnHis 

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 
1 1 1 1 1 1 1 

ATGTGCTTCAACTACAACGTGCGTGTGCTTTGCTGTGACGACTACAGCCACTGCCCCAGTACCCTAGCC 
METCysPheAsnTyrAsnValArgValLeuCysCysAspAspTyrSerHisCysProSerThrLeuAla 

CysAlaSerThrThrThrCysValCysPheAlaValThrThrThrAlaThrAlaProValPro---Pro 
ValLeuGlnLeuGlnArgAlaCysAlaLeuLeu---ArgLeuGlnProLeuProGlnTyrProSerHis 
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1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 
1 1 1 1 Bam III 1 1 

ACCAGCTCCACGGCCACGCCCTCCTCAACTCCGGGGACGACCTGGATCCTCACAAAGCCGACCACAACA 
ThrSerSerThrAlaThrProSerSerThrProGlyThrThrTrpileLeuThrLysProThrThrThr 

ProAlaProArgProArgProProGlnLeuArgGlyArgProGlySerSerGlnSerArgProGlnGln 
GlnLeuHisGlyHisAlaLeuLeuAsnSerGlyAspAspLeuAspProHisLysAlaAspHisAsnSer 

1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310 
1 1 Barn HI 1 1 1 1 1 

GCCACTACGACTGCGTCCACTGGATCCACGGCCACCGCCTCCTCCACCCAGGCAACTGCTGGCACCCCA 
AlaThrThrThrAlaSerThrGlySerThrAlaThrAlaSerSerThrGlnAlaThrAlaGlyThrPro 

ProLeuArgLeuArgProLeuAspProArgProProProProProProArgGlnLeuLeuAlaProHis 
HisTyrAspCysValHisTrpileHisGlyHisArgLeuLeuHisProGlyAsncysTrpHisProThr 

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 

1 1 1 1 1 1 1 
CATGTGAGCACCACGGCCACGACACCCACAGTCACCAGCTCCAAAGCCACTCCCTTCTCCAGTCCAGGG 
HisValserThrThrAlaThrThrProThrValThrSerserLysAlaThrProPheSerserProGly 

MET---AlaProArgProArgHisProGlnSerProAlaProLysProLeuProSerProValGlnGly 
CysGluHisHisGlyHisAspThrHisSerHisGlnLeuGlnSerHisSerLeuLeuGlnSerArgAsp 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

1 1 1 1 1 1 
ACTGCAACCGCCCTTCCAGCACTGAGAAGCACAGCCACCACACCCACAGCTACCAGCTTTACAGCCATC 
ThrAlaThrAlaLeuProAlaLeuArgSerThrAlaThrThrProThrAlaThrSerPheThrAlaile 

LeuGlnProProPheGlnHis---GluAlaGlnProProHisProGlnLeuProAlaLeuGlnProSer 
CysAsnArgProSerSerThrGluLysHisSerHisHisThrHisSerTyrGlnLeuTyrSerHisPro 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 

1 1 1 1 1 1 1 
CCCTCCTCCTCCCTGGGCACCACCTGGACCCGCCTATCACAGACCACCACACCCATGGCCACCATGTCC 
ProSerSerSerLeuGlyThrThrTrpThrArgLeuSerGlnThrThrThrProMETAlaThrMETSer 

ProProProProTrpAlaProProGlyProAlaTyrHisArgProProHisProTrpProProcysPro 
LeuLeuLeuProGlyHisHisLeuAspProProileThrAspHisHisThrHisGlyHisHisValHis 

1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 

1 1 1 1 1 1 1 
ACAGCCACACCCCTCCTCCACTCCAGAGACTGTCCACACCTCCACAGTGCTTACCACCACGGCCACCAC 
ThrAlaThrProLeuLeuHisSerArgAspCysProHisLeuHisSerAlaTyrHisHisGlyHisHis 

GlnProHisProSerSerThrProGluThrValHisThrSerThrValLeuThrThrThrAlaThrThr 
SerHisThrProProProLeuGlnArgLeuSerThrProProGlnCysLeuProProArgProProGln 

1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 

1 1 1 1 1 1 1 
AACCGGGGCCACCGGCTCTGTGGCCACCCCCTCCTCCACCCCAGGAACAGCTCACACTACCAAAGTGCT 
AsnArgGlyHisArgLeucysGlyHisProLeuLeuHisProArgAsnSerSerHisTyrGlnSerAla 

ThrGlyAlaThrGlySerValAlaThrProSerSerThrProGlyThrAlaHisThrThrLysValLeu 
ProGlyProProAlaLeuTrpProProProProProProGlnGluGlnLeuThrLeuProLysCys---

1660 1670 1680 1690 1700 1710 1720 

1 1 1 1 1 1 1 
GACTACCACAACCACGGCTTCACAGCCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGGAGGGCACGCACGCTTCCAGTG 
AspTyrHisAsnHisGlyPheThrAlaThrProserSerSerProGlyArgAlaArgThrLeuProVal 

ThrThrThrThrThrAlaSerGlnProProProProProAlaGlnGlyGlyHisAlaArgPheGlnCys 
LeuProGlnProArgLeuHisSerHisProLeuLeuGlnProArgGluGlyThrHisAlaSerSerVal 

1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 
1 1 1 1 1 1 Sma__!l 

TGGATCAGCACAACCACCACACCCACAACCAGAGGTTCCACGGTGACCCCCTCCTCCATCCCGGGGACC 
TrpileSerThrThrThrThrProThrThrArgGlySerThrValThrProSerSerileProGlyThr 

GlySerAlaGlnProProHisProGlnProGluValProArg---ProProProProSerArgGlyPro 
AspGlnHisAsnHisHisThrHisAsnGlnArgPheHisGlyAspProLeuLeuHisProGlyAspHis 
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1800 1810 1820 1830 1840 1850 1860 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCCACACCCCCACAGTGCTGACCACCACCACCACAACTGTGGCCACTGGTTCTATGGCAACACCCTCC 
ThrHisThrProThrValLeuThrThrThrThrThrThrValAlaThrGlySerMETAlaThrProser 

ProThrProProGlnCys---ProProProProGlnLeuTrpProLeuValLe uTrpGlnHisProPro 
ProHisProHisSerAlaAspHisHisHisHi s AsnCysGlyHi s TrpPheTyrGlyAsnThrLeuLeu 

1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 
1 1 1 1 1 1 1 

TCTAGCACACAGACCAGTGGTACTCCCCCATCACTGACCACCACGGCCACTACGATCACGGCCACCGGC 
serSerThrGlnThrSerGlyThrProProSerLeuThrThrT.hrAlaThrThrileThrAlaThrGly 

LeuAlaHisArgProValValLeuProHisHis---ProProArgProLeuArgSerArgProProAla 
- - - HisThrAspGlnTrpTyrSerProileThrAspHisHisGlyHisTyrAspHisGlyHisArgLeu 

1940 1950 1960 1 9 70 1980 1 9 90 2 000 

1 1 1 1 1 1 1 
TCCACCACCAACCCCTCCTCAACTCCAGGGACAACACCTATCCCCCCAGTGCTGACCACCACCGCCACC 
SerThrThrAsnProSerSerThrProGlyThrThrProileProProValLeuThrThrThrAlaThr 

ProProProThrProProGlnLeuGlnGlyGlnHisLeuSerProGlnCys---ProProProProPro 
HisHisGlnProLeuLeuAsnSerArgAspAsnThrTyrProProSerAlaAs pHisHisArgHisHis 

2010 2020 2030 2040 20 5 0 2060 2070 

1 1 1 1 1 1 1 
ACACCTGCAGCCACCAGCAGCACAGTGACTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACCACCCACACACCCCCAGTG 
ThrProAlaAlaThrSerSerThrValThrProSe rSerAlaLeuGlyThrThrHisThrProProVal 
HisLeuGlnProProAlaAlaGln---LeuProProLeuPr6~--G lyProProThrHisProGlnCys 

ThrCysSerHisGlnGlnHisSerAspSe rLeuLe ucy s ProArgAspHi s ProHisThrProS erAla 

2080 2090 2100 2110 2120 2130 

1 1 1 1 1 1 
CCGAACACCACGGCCACCACACACGGGCGATCCCTGTCCCCCAGCAGTCCCCACACGGTGTGCACAGCC 
ProAsnThrThrAlaThrThrHisGlyArgSerLeuSerProSerSerProHisThrValCysThrAla 

ArgThrProArgProProHisThrGlyAspProcysProProAla ValProThrArgcysAlaGlnPro 
GluHisHisGlyHisHisThrArgAlaileProValProGlnGlnSerProHisGlyValHisSerLeu 

2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 

1 1 1 1 1 1 1 
TGGACTTCGGCCACCTCAGGCACCTTGGGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCAC 
TrpThrSerAlaThrSerGlyThrLeuGlyThrThrHisileThrGluProSerThrGlyThrSerHis 

GlyLeuArgProProGlnAlaProTrpAlaProProThrSerGlnSerLeuProArgGlyLeuProThr 
AspPheGlyHisLeuArgHisLeuGlyHisHisProHisHisArgAlaPheHisGlyAspPheProHis 

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 
1 1 Kpn 1 1 1 1 1 

ACCCCAGCAGCAACCACCGGTACCACCCAGCACTCGACTCCAGCCCTTTCCAGCCCTCACCCTAGCAGC 
ThrProAlaAlaThrThrGlyThrThrGlnHisSerThrProAlaLeuSerSerProHisProSerSer 

ProGlnGlnGlnProProValProProSerThrArgLeuGlnProPheProAlaLeuThrLeuAlaAla 
ProSerSerAsnHisArgTyrHisProAlaLeuAspSerSerProPheGlnProSerPro---GlnGln 

2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340 
1 1 1 1 Sma 1 1 1 

AGAACCACCGAGTCACCCCCTTCTCCAGGGACGACCACCCCGGGCCACACCACGGCCACCTCCAGGACC 
ArgThrThrGluSerProProSerProGlyThrThrThrProGlyHisThrThrAlaThrSerArgThr 

GluProProSerHisProLeuLeuGlnGlyArgProProArgAlaThrProArgProProProGlyPro 
AsnHisArgValThrProPheSerArgAspAs pHisProGlyProHisHisGlyHisLeuGlnAspHis 

2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 

1 1 1 1 1 1 1 
ACAGCCACGGCCACACCCAGCAAGACCCGCACCTCGACCCTGCTGCCCAGCAGCCCCACATCGGCCCCC 
ThrAlaThrAlaThrProSerLysThrArgThrSerThrLeuLeuProSerS e rProThrSerAlaPro 

GlnProArgProHisProAlaArgProAlaProArgProcysCys ProAlaAl a ProHisArgProPro 
SerHisGlyHisThrGlnGlnAspProHisLe uAspProAlaAlaGlnGlnProHisileGlyProHis 
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2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 

1 1 1 1 1 1 1 
ATAACCACGGTGGTGACCATGGGCTGTGAGCCCAGTGTGCCTGGTCAGAGTGGCTGGACTACAGCTACC 
IleThrThrValValThrMETGlyCysGluProSerValProGlyGlnSerGlyTrpThrThrAlaThr 
---ProArgTrp---ProTrpAlaValSe rProValCys LeuVa lArgValAlaGlyLeuGlnLeuPro 

AsnHi s GlyGlyAspHisGlyLeu---AlaGlnCys AlaTrpS e rGluTrpLeuAs pTyrSerTyrPro 

2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 

1 1 1 1 1 1 1 
CCATGCCGGGGCCCTCTGGCGGGGACTTTGACACCTACTCCAACATCCGTGCGGCCGGAGGGGCCGTCT 
ProCysArgGlyProLeuAlaGlyThrLeuThrProThrProThrSerValArgProGluGlyProSer 

HisAlaGlyAlaLeuTrpArgGlyLeu---HisLeuLeuGlnHisProcysGlyArgArgGlyArgLeu 
METProGlyProSerGlyGlyAspPheAspThrTyrSerAsnileArgAlaAlaGlyGlyAlaValCys 

2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 

1 1 1 1 1 1 1 
GTGAGCAGCCCCTGGGCCTCGAGTGCCGTGCCCAGGCCCAGCCTGGTGTCCCCCCTGCGGGAGTTGGGC 
ValSerSerProTrpAlaSerSerAlaValProArgProSerLeuValSerProLeuArgGluLeuGly 

---AlaAlaProGlyProArgValProCysProGlyProAla.TrpCysProProCysGlySerTrpAla 
GluGlnProLeuGlyLeuGluCysArgAlaGlnAlaGlnProGlyValProProAlaGlyValGlyPro 

2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 

1 1 1 1 1 1 1 
CAGGTCGTGGAATGCAGCCTGGACTTTGGCCTGGTCTGCAGGAACCGTGAGCAGGTGGGGAAGTTCAAG 
GlnValValGluCysserLeuAspPheGlyLeuValCysArgAsnArgGluGlnValGlyLysPheLys 

ArgSerTrpAsnAlaAlaTrpThrLeuAlaTrpSe rAlaGlyThrValSerArgTrpGlySerSerArg 
GlyArgGlyMETGlnProGlyLeuTrpProGlyLeuGlnGluPro---AlaGlyGlyGluValGlnAsp 

2700 2710 2720 2730 2740 2 7 50 2760 

1 1 1 1 1 1 1 
ATGTGCTTCAACTATGAAATCCGTGTGTTCTGCTGCAACTACGGCCACTGCCCCAGCACCCCGGCCACC 
METCysPheAsnTyrGluileArgValPheCysCysAsnTyrG,lyHisCysProSerThrProAlaThr 

CysAlaSerThrMETLysSerValCysSerAlaAlaThrThrAlaThrAlaProAlaProArgProPro 
ValLeuGlnLeu---AsnProCysValLeuLeuGlnLeuArgProLeuProGlnHisProGlyHisGln 

2770 2780 2790 2800 2810 2820 
1 1 1 1 Barn HI 1 1 

AGCTCTACGGCCACGCCCTCCTCCACTCCAGGGACGACCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGCC 
SerSerThrAlaThrProSerSerThrProGlyThrThrTrpileLeuThrGluLeuThrThrThrAla 
AlaLeuArgProArgProProProLeuGlnGlyArgProGlySerSerGlnSer---ProGlnGlnPro 

LeuTyrGlyHisAlaLeuLeuHisSerArgAspAspLeuAspProHisArgAlaAspHisAsnSerHis 

2830 2840 2850 2860 2870 2880 2890 
1 1 Barn HI 1 1 1 1 
ACTACGACTGAGTCCACTGGATCCACGGCCACCCCGACCTCCACCCTGAGAACAGCTCCCCCTCCCAAA 
ThrThrThrGluSerThrGlySerThrAlaThrProThrSerThrLeuArgThrAlaProProProLys 

LeuArgLeuSerProLeuAspProArgProProArgProProPro---GluGlnLeuProLeuProLys 
TyrAsp---ValHisTrpileHisGlyHisProAspLeuHisProGluAsnSerSerProSerGlnSer 

2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 

1 1 1 1 1 1 1 
GTGCTGACCACCACGGCCACCACACCCACAGTCACCAGCTCCAAAGCCACTCCCTCCTCCAGTCCAGGG 
ValLeuThrThrThrAlaThrThrProThrValThrSerSerLysAlaThrProSerSerSerProGly 

Cys---ProProArgProProHisProGlnSerProAlaProLysProLeuProProProValGlnGly 
AlaAspHisHisGlyHisHisThrHisSerHisGlnLeuGlnSerHisSerLeuLeuGlnSerArgAsp 

2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 

1 1 1 1 1 1 1 
ACTGCAACCGCCCTTCCAGCACTGAGAAGCACAGCCACCACACCCACAGCTACCAGCGTTACACCCATC 
ThrAlaThrAlaLeuProAlaLeuArgSerThrAlaThrThrProThrAlaThrSerValThrProile 

LeuGlnProProPheGlnHis---GluAlaGlnProProHisProGlnLeuProAlaLeuHisProSer 
CysAsnArgProSerSerThrGluLysHisSerHisHisThrHisSerTyrGlnArgTyrThrHisPro 
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3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 

1 1 1 1 1 1 1 
CCCTCTTCCTCCCTGGGCACCACCTGGACCCGCCTATCACAGACCACCACACCCACGGCCACCATGTCC 
ProSerSerSerLeuGlyThrThrTrpThrArgLeuSerGlnThrThrThrProThrAlaThrMETSe= 

ProLeuProProTrpAlaProProGlyProAlaTyrHisArgProProHisProArgProProCysPro 
LeuPheLeuProGlyHisHisLeuAspProProileThrAspHisHisThrHisGlyHisHisValnis 

3110 3120 3130 3140 3150 3160 3170 
1 1 1 1 1 1 1 

ACAGCCACACCCTCCTCCACTCCAGAGACTGCCCACACCTCCACAGTCTTACCGCACGGCCACCACAAC 
ThrAlaThrProSerSerThrProGluThrAlaHisThrSerThrValLeuProHisGlyHisHisAsn 

GlnProHisProProProLeuGlnArgLeuProThrProProGlnSerTyrArgThrAlaThrThrThr 
SerHisThrLeuLeuHisSerArgAspCysProHisLeuHisSerLeuThrAlaArgProProGlnLeu 

3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 
1 1 1 1 1 1 1 

TGGGGCACCGGCTCTGTGGCCACCCCCTCCTCCACCCCAGGAACAGCTCACACTACCAAAGTGCCAACT 
TrpGlyThrGlySerValAlaThrProSerSerThrProGlyThrAlaHisThrThrLysValProThr 

GlyAlaProAlaLeuTrpProProProProProProGlnGluGlnLeuThrLeuProLysCysGlnLeu 
GlyHisArgLeucysGlyHisProLeuLeuHisProArgAsnSerSerHisTyrGlnSerAlaAsnTyr 

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 
1 1 1 1 1 1 1 

ACCACAACCACGGCTTCACAGCCACCCCCCTCCTCCAGCCCAGGGACGGCACTCACGCCTCCAGTGTGG 
ThrThrThrThrAlaSerGlnProProProSerserSerPro~lyThrAlaLeuThrProProValTrp 

ProGlnProArgLeuHisSerHisProProProProAlaGlnGlyArgHisSerArgLeuGlnCysGly 
HisAsnHisGlyPheThrAlaThrProLeuLeuGlnProArgAspGlyThrHisAlaSerSerValAsp 

3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380 
1 1 1 1 1 Sma I 1 

ATCAGCACAACCACCACACCCACAACCAGAGGCTCCACGGTGACCCCCTCCTCCATCCCGGGGACCACC 
IleSerThrThrThrThrProThrThrArgGlySerThrValThrProSerSerileProGlyThrThr 
SerAlaGlnProProHisProGlnProGluAlaProArg---ProProProProSerArgGlyProPro 
GlnHisAsnHisHisThrHisAsnGlnArgLeuHisGlyAspProLeuLeuHisProGlyAspHis?ro 

3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 
1 1 1 1 1 1 1 

CACACCGCCACAGTGCTGACCACCACCACCACAACTGTGGCCACTGGTTCTATGGCAACACCCTCCTCT 
HisThrAlaThrValLeuThrThrThrThrThrThrValAlaThrGlySerMETAlaThrProSerSer 

ThrProProGlnCys---ProProProProGlnLeuTrpProLeuValLeuTrpGlnHisProProLeu 
HisArgHisSerAlaAspHisHisHisHisAsncysGlyHisTrpPheTyrGlyAsnThrLeuLeu---

3460 3470 3480 3490 3500 3510 
1 1 1 1 1 1 

AGCACACAGACCAGTGGTACTCCCCCATCACTGACCACCACGGCCACTACGATCACGGCCACCGGCTCC 
SerThrGlnThrSerGlyThrProProSerLeuThrThrThrAlaThrThrileThrAlaThrGlySer 
AlaHisArgProValValLeuProHisHis---ProProArgProLeuArgSerArgProProAlaPro 

HisThrAspGlnTrpTyrSerProileThrAspHisHisGlyHisTyrAspHisGlyHisArgLeuHis 

3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCACCAACCCCTCCTCAACTCCTGGGACAACTCCCATCCCCCCAGTGCTGACCACCACCGCCACCACA 
ThrThrAsnProSerSerThrProGlyThrThrProileProProValLeuThrThrThrAlaThrThr 

ProProThrProProGlnLeuLeuGlyGlnLeuProSerProGlnCys---ProProProProProHis 
HisGlnProLeuLeuAsnSerTrpAspAsnSerHisProProSerAlaAspHisHisArgHisHisThr 

3590 3600 3610 3620 3630 3640 3650 

1 1 1 1 1 1 1 
CCTGCAGCCACCAGCAACACAGTGACTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACCACCCACACACCCCCAGTGCCG 
ProAlaAlaThrSerAsnThrValThrProSerSerAlaLeuGlyThrThrHisThrProProValPro 

LeuGlnProProAlaThrGln---LeuProProLeuPro---GlyProProThrHisProGlnCysArg 
CysSerHisGlnGlnHisSerAspSerLeuLeucysProArgAspHisProHisThrProSerAlaGlu 
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3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720 

1 1 1 1 1 1 1 
AACACCACGGCCACCACACACGGGCGATCCCTGCCCCCCAGCAGTCCCCACACGGTGCCCACAGCCTGG 
AsnThrThrAlaThrThrHisGlyArgserLeuProProSerserProHisThrValProThrAlaTrp 

ThrProArgProProHisThrGlyAspProCysProProAlavalProThrArgCysProGlnProGly 
HisHisGlyHisHisThrArgAlaileProAlaProGlnGlnSerProHisGlyAlaHisSerLeuAsp 

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 

1 1 1 1 1 1 1 
ACTTCGGCCACCTCGGGCATCTTGGGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCACACC 
ThrSerAlaThrSerGlyileLeuGlyThrThrHisileThrGluProSerThrGlyThrSerHisThr 

LeuArgProProArgAlaSerTrpAlaProProThrSerGlnSerLeuProArgGlyLeuProThrPro 
PheGlyHisLeuGlyHisLeuGlyHisHisProHisHisArgAlaPheHisGlyAspPheProHisPro 

3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 
1 1 Kpn 1 1 1 1 1 1 

CCAGCAGCAACCACCGGTACCACCCAGCACTCGACTCCAGCCCTTTCCAGCCCTCACCCTAGCAGCAGA 
ProAlaAlaThrThrGlyThrThrGlnHisserThrProAlaLeuserserProHisProSerSerArg 

GlnGlnGlnProProValProProSerThrArgLeuGlnProPheProAlaLeuThrLeuAlaAlaGlu 
SerSerAsnHisArgTyrHisProAlaLeuAspSerserProPheGlnProserPro---GlnGl~~sn 

3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 
1 1 1 1 Sma 1 1 1 1 

ACCACCGAGTCACCCCCTTCTCCAGGGACGACCACCCCGGGCCACACCACGGCCACCTCCAGGACCACA 
ThrThrGluSerProProSerProGlyThrThrThrProGlyHisThrThrAlaThrSerArgThrThr 
Pr~ProSerHisProLeuLeuGlnGlyArgProProArgAlaThrProArgProProProGlyProGln 

HlsArgValThrProPheSerArgAspAspHisProGlyProHisHisGlyHisLeuGlnAspHisSer 

3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000 
1 1 1 1 1 1 1 

GCCACGGCCACACCCAGCAAGACCCGCACCTCGACCCTGCTGCCCAGCAGCCCCACATCGGCCCCCATA 
AlaThrAlaThrProSerLysThrArgThrSerThrLeuLeuProSerSerProThrSerAlaProile 

ProArgProHisProAlaArgProAlaProArgProCysCysProAlaAlaProHisArgProPro--
HisGlyHisThrGlnGlnAspProHisLeuAspProAlaAlaGlnGlnProHisileGlyProHisAsn 

4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 

1 1 1 1 1 1 1 
ACCACGGTGGTGACCATGGGCTGTGAGCCCAGTGTGCCTGGTCAGAGTGGCTGGACTACAGCTACCCCA 
ThrThrValValThrMETGlyCysGluProSerValProGlyGlnSerGlyTrpThrThrAlaThrPro 

ProArgTrp---ProTrpAlaValSerProValCysLeuValArgValAlaGlyLeuGlnLeuProHis 
HisGlyGlyAspHisGlyLeu---AlaGlnCysAlaTrpSerGluTrpLeuAspTyrSerTyrProMET 

4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 
1 1 1 1 1 1 1 

TGCCGGGGCCCTCTGGCGGGGACTTTGACACCTACTCCAACATCCGTGCGGCCGGAGGGGCCGTCTGTG 
CysArgGlyProLeuAlaGlyThrLeuThrProThrProThrSerValArgProGluGlyProSerVal 

AlaGlyAlaLeuTrpArgGlyLeu---HisLeuLeuGlnHis'ProCysGlyArgArgGlyArgLeu--
ProGlyProSerGlyGlyAspPheAspThrTyrSerAsnileArgAlaAlaGlyGlyAlaValCysGlu 

4150 4160 4170 4180 4190 4200 
1 1 1 1 1 1 

AGCAGCCCTGGGCCTCGAGTGCCGTGCCAGCCCAGCCTGGTGTCCCTGCGGGAGTTGGGCCAGGTCGTG 
SerSerProGlyProArgValProCysGlnProSerLeuValSerLeuArgGluLeuGlyGlnValVal 

AlaAlaLeuGlyLeuGluCysArgAlaSerProAlaTrpCysProCysGlySerTrpAlaArgSerTrp 
GlnProTrpAlaSerSerAlaValProAlaGlnProGlyValProAlaGlyValGlyProGlyArgGly 

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 
1 1 1 1 1 1 1 
GAATGCAGCCTGACTTTGGCCTGGTCTGCAGGAACCGTGAGCAGGTGGGGAAGTTCAAGATGTGCTTCA 
GluCysserLeuThrLeuAlaTrpSerAlaGlyThrValSerArgTrpGlySerSerArgCysAlaSer 

AsnAlaAla---LeuTrpProGlyLeuGlnGluPro---AlaGlyGlyGluValGlnAspValLeuGln 
METGlnProAspPheGlyLeuValCysArgAsnArgGluGlnValGlyLysPheLysMETCysPheAsn 
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4280 4290 4300 4310 4320 4330 4340 

1 1 1 1 1 1 1 
ACTATGAAATCCGTGTGTTCTGCTGCAACTACGGCCACTGCCCCAGCACCCCGGCCACCAGCTCTACGG 
ThrMETLysserValCysserAlaAlaThrThrAlaThrAlaProAlaProArgProProAlaLeuArg 

Leu---AsnProcysValLeuLeuGlnLeuArgProLeuProGlnHisProGlyHisGlnLeuTyrGly 
TyrGluileArgValPheCyscysAsnTyrGlyHisCysProSerThrProAlaThrSerSerThrAla 

4350 4360 4370 4380 
1 1 1 nam III 

CCATGCCCTCCTCCACTCCGGGGACGACCTGGATCC 
ProcysProProProLeuArgGlyArgProGlySer 

HisAlaLeuLeuHisSerGlyAspAspLeuAsp 
METProSerSerThrProGlyThrThrTrpile 
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Courbe d'hydrophilie 

de la sé4uence BEN 1 A 

Hl l' • 

1 1 
1 Cly 'J 'hr Thr Thr Cy:; Gln Pro J\rq Cy!; Gin Trp Thr r.lu 1'rp l'hc 

tr. fu ; p C:lu i\~p Tyr rrn t.y~; !;('r Glu Cln Leu Cly Gly A::p v •. 1l C.Ju 
11 !.irr Tyr A::p t .y:l li(! Ar•1 AJ,, A\.1 <:\y G\y Ill !> J,,.u Cy: . r. Jn Cln 
.J(, l'tu \.yu 1\ap Il•' Glu Cyu 1:\n /1.\,, Clu :;., ,- l'h n 1'1<1 1\·o~J 'l'rJ• Thr· 
Id f.,.\1 /\\<\ c:111 V.d Gly li\n l.y u y,,J 11\u f'yn Aup V11i Tht !io• r Al.1 
llo 'l'lp Cyn Ain Gly 'l'Ill" Gly !icr AnJ !1. •·•1 ll.\.1 Scr :>c-r· A••J t'y!l Al;, 
'Il 'l'hr Thr 'l'hr· G\y !io·r· c;Jy !it•r· ~; ,., Al.o A\.1 A i n 'l'hr · 'l'h 1· 'l'hr J\\11 

IIHo 1:\y 1\.'I JI y,,J \'nt (;\ti l'l ' li 1\t"•\ 11\ ro Al</ l't ' fi (i \11 !;o'l ' TIJ• 11 11/ 1\ttj 

1 "I l 1'1 u l'ru l'ro Pro l'ro l'no 1\nJ l'no cy:-; !iur G 1 n Ar '1 1\.o •J :;,., . Lt!U 
Ar•f Vnl A l li 1\r<t Gly A:IJ• 1:1n G ly :;,.,. J•r ·o City Gin llir : lll rr ::••r 

l'ol t;,q· l'rn lll u l ' r u l."u 1\r '1 1\1•1 'l" l11 A· tl' 1 l•· 1'n1 1:1n 1 '" 11111 Ly•r 
\fi6 \lin Pro 1'rp 'l'yr· :;nr· 11\ rr lll!o Gly 1\1•1 t•r·u Tlrr· 'l'hr· v.-·ol cyu 1\r<J 
181 Leu !Ils Arq Thr llis Cys Pro Arq Gly Cly !lis [l e IIi :: J•r o Sc r 
1'16 1\ :; n Thr J.~u Ser Pr o Sor Arq 1\~p A:op G ly G lu LC'H G ly lli 5 H(!t 
1.11 Ain i•r ·u Leu Thr A\,, Th•· lli u Alor Gly p,· o /\:'ln 1\[: n ll:ar G ly ll:;n 
226 I.cu Gin Ser Sor Pro A:;p llrq lli s Sur Gln His Arq l'Ire Gln Arq 
241 A.la. Ala Asp His Glu Pro Gly Ain Asn Thr His Glu Arq Ala Val 
256 llis t.eu Scr Gly Arq Asp Gln !lis Ala Arq Thr Glu Thr Thr Met 
271 Ser l'ra Leu Thr Asn Thr Thr Thr Scr Gln Gly Thr Thr Arq Cys 
286 Gln Pro Lys Cys Glu Trp Thr Glu Trp Phe Asp va 1 Ar.p Phc Pro 
301 Thr Scr Gly Vlll /da Scr Gly Asp Met Glu Thr Phc Glu 1\!:n Ile 
316 Arq Ala 1\la Gly Gly l.y:; H<'t Cyr. Trp Ilia Pr·o Ly s Set· Ile Glu 
)11 Cy!i Arq Al;r Glu Asn Tyr· l'ru Glu v.rl Set· Ile Asp Gin V.11 Gly 
3>16 Gin Val Leu Thr Cyr. Scr Leu G lu 'l"hr G ly Leu Thr Cys Lys 1\sn 
361 Glu A5p Gln Thr Gly ll.rq J>he Asn Hel Cys l'he Arm Tyr ll.:;n Val 
376 Arq Val Lou Cys Cys J\sp J\sp Tyr Scr llis Cys Pro Scr 'l'hr Leu 
391 Ala Thr ser Ser Thr Ala 1'hr Pro scr Ser 1'hr Pro Gly 1'hr Thr 
>106 Trp Ile Leu Thr I.ys Pro 'l'hr Thr Thr Ala Thr Thr Thr AI,, Ser 
421 'l'hr Gly ser Thr Aln Thr Ala ser scr Thr Gln Ala Thr Ala Gly 
436 Thr Pro !lis V.1l Scr Thr Thr Ala Thr Thr Pro Thr V;1l Thr Ser 
451 Scr l.ys fil,, Thr Pro Phe Scr Scr Pro Gly Thr Ala Thr Ala Leu 
466 Pro Ala Leu Arq Scr Thr Ida Thr 'l'hr i'ro Thr Ala Thr Scr Phc 
481 Thr Ala Ile Pro Scr Ser scr Leu Gly Thr Thr Trp Thr An:J Leu 
496 Ser Gln Thr Thr Thr Pro Met Ala Thr Met ser Thr Alot Thr Pro 
511 Leu Leu His Scr Arg Asp Cys Pro His Leu His Scr Ala 'l'yr His 
526 His Gly His His Asn Arg Gly !lis Arq l,cu Cys Gly Hi ::; Pro Leu 
541 Leu llis l'ro Arg Asn scr Ser Bis Tyr Gin Ser Ala As p Tyr !li s 
556 Asn His Gly Phe Thr Al;, 'l'hr Pro Ser Ser se r Pro Gly ll.rg Ala 
571 Arg Thr Leu Pro Val Trp Ile Ser Thr Thr Thr Thr Pro Thr Thr 
586 Arq G 1 y Scr Thr Va 1 Thr Pro Ser Scr ile l'ra Gl y 'fhr Thr !li s 
60 1 Thr Pro Thr Val Leu 'I'hr Thr ·rhr Thr Thr 'l'hr Val 1\I .J Thr Gly 
616 Ser Met Ala Thr Pro Scr Scr Scr 'l'hr Gln Thr Scr Gly Th•· l'ro 
611 Pro Ser Leu Thr Thr Thr Ala Thr Thr Ile 'l'hr Ala 'l'hr Gly $cr 
646 Thr Thr Asn Pro Scr !;ca· Thr 1' 1'0 Gly 'l'hr Thr Pro lltl Pro Pro 
66 1 Val Le u 'l'hr Thr Thr Ala Thr Thr Pro Ala Al.J Thr Scr scr Thr 
676 Val Thr Pro Scr Scr ll.la J,cu Gly Thr Thr lli s Thr Pro Pro Val 
691 Pro As n Thr Thr Ala Thr 'I'hr His Gly Arq sor Leu scr Pro Ser 
106 Sor Pro lli s Thr Val Cys Thr Ala Trp Th!' Ser Ala Thr SeL· Cly 
721 Thr Leu Gly Thr Thr llis Ile Thr Glu Pro Ser Thr Gly Thr Ser 
736 His Thr Pro Ala Ala Thr Thr Gly 'J'hr 'l'hr Gln lli s Ser 'l'hr Pro 
751 Ala Leu Ser Ser Pro llis Pro Sor Scr 1\rq Thr Thr Glu Ser Pro 
766 Pro Scr Pro Gly Thr Thr Thr Pro Gly llis Thr Thr Ala Thr Ser 
781 Arg 'l'hr Thr Ala Thr Ala Thr Pro Scr J,ys Thr Arq Thr Scr Thr 
796 Leu Leu Pro Ser Ser Pro Thr Ser Al.J Pro Ile Thr Thr Val Val 
811 Thr Met Gly Cys Glu Pro Ser Val Pro Gly Gln Ser Gly Trp Thr 
826 Thr Ala Thr Pro cys Arq Gly Pro Leu Ala Gly Thr Leu Thr Pro 
841 Thr Pro Thr SerVal Arg Pro Glu Gly Pro SerVal Scr Ser Pro 
856 Trp Ala Ser Ser Ala Val Pro Arg Pro Ser Lc .J Val Sec Pro Leu 
871 Arq Glu Leu Gly Gln Val Val Glu Cys Ser Leu Asp Phe Gly Leu 
886 Val cys Arq Asn Arg Glu Gin Val Gly Lys Phe Lys Met cys Pho 
901 Asn Tyr Glu Ile Arg Val Phe cys Cys Asn Tyr Gly llis Cys Pro 
916 Scr Thr Pro Ala Thr Scr Ser Thr Ala 'l'hr Pro Ser Ser Thr Pro 
931 Gly Thr Thr Trp Ile Leu Thr Glu Leu Thr The Thr Ala Thr Thr 
946 Thr Glu Ser Thr Gly Ser Thr Ala Thr Pro Thr Ser Thr Leu Arg 
961 Thr Ala Pro Pro Pro Lys Val Leu Thr Thr Thr Ala Thr Thr Pro 
976 Thr Val Thr Ser Ser Lys Ala Thr Pro ser Ser Ser Pro Gly 'l'hr 
991 Ala Thr Ala Leu Pro Ala Leu Arg Se r Thr Ala Thr 'fhr Pro Thr 

1006 A la Thr Ser Val Thr Pro Ile Pro Ser sc r Se r Leu Cl y Thr Thr 
1021 Trp Thr Arg Leu Scr Gin Thr 'fhr Thr Pro Thr Allio Th r Met Ser 
1036 Thr Ala Thr Pro ser Ser Thr Pro Glu Thr Ala His Thr Ser Thr 
1051 Val l .• cu rro !Ils Gly Hin llis Ar.n Trp C:ly Thr Gly Ser v.11 1\li"l 
1066 Thr l'ra Sor Ser Thr· Pro Gly Thr 1\l.l Ill~ Thr Thr Ly :; Val Pr o 
1081 Thr Thr Thr Thr Thr Al a se r G 1 n Pro Pro Pro Ser Sec Scr Pro 
1096 Gly 'l'hr Allio Leu Thr Pro Pro Val Trp Ile Scr Thr Thr Thr Th•· 
1111 Pro Thr Thr Arq Gly Scr Thr V.Jl Thr l'ra r.cr Scr ll<.:l Pro Gly 
1126 Thr Thr Hlo Thr Ala Thr Val !.cu Thr Thr Thr Thr Thr Thr Val 
1141 Ala 'l"llr Gly Scr Met Al,, 'l'hr Pro ~cr Scr Scr Thr Gln 1'\11' Ser 
11~6 Gly Thr l'r o Pro Scr Leu 'l'hr 'l'hr Thr 1\la Thr 1"hr l)!! Thr Alil 
11"11 'l'hr Gly Scr Thr Thr 1\nn Pro Ser Sc r Thr Pro Gly The Thr Pro 
1186 lle Pro Pro Val Leu Thr Thr 1'hr Ala 'l'hr 'l'hr Pro Ala Ala Thr 
1201 Ser Asn Thr Val Thr Pro Ser Ser -'la Leu Gly Thr Tht· ll is ·rhr 
1216 Pro Pro Vi"ll Pro /\sn Thr Thr Ala 'l'hr Thr !lis Gly Arq Scr !.eu 
1231 Pro Pro Ser Scr Pro His Thr Val Pro Thr Ala Trp Thr Scr Ala 
1246 Thr sor Cl y Ile Leu Gly Thr Thr !Ils J le Thr Glu Pro Scr The 
126 1 Gly Thr Ser llio Thr Pro -'la Ala Thr Thr Gly Thr Th r Gln Hi::; 
1276 Se r Thr Pro Alli Leu Sor Scr Pro !lis Pro Scr Sor Ary 'l'hr Thr 
1291 Glu sor Pro Pro Sec Pro Gly Thr Tllr The Pro Gly llin 'l'hr Thr 
1106 Ala Thr Ser Arg Thr Thr Ala Thr Ala Thr Pro Ser Ly s 'l'hr Arg 
1321 Thr sor Thr Leu Leu Pro scr ser Pro Thr Scr A1a Pro Ile 'l'hr 
1336 Thr Val Val Thr Met Gly cys Glu Pro Ser Val Pro G)y Gln Ser 
1351 Gly Trp Thr Thr Ala Thr Pro Cys Arg Gly Pro Leu Ala Gly Thr 
1366 Leu Thr Pro Thr Pro 'l'hr Se:r Val Arg Pro Glu Gly Pro Ser Val 
1381 Ser Scr Pro Gly Pro Arg Val Pro Cys G1n Pro Ser Leu Val Ser 
1396 Leu Arq Glu Leu Gly G ln Val Val Glu cys Ser Leu Thr Leu Ala 
1411 Trp Sc r Ala Gly Thr Val Sor Arg Trp Gly Ser Scr Arq Cys Ala 
1426 Ser Thr Met l.y!l Sor Val Cys Scr Ala Ala Thr Thr /\la Thr A.la 
1441 Pro Ala Pro Arg Pro Pro Ala Leu Arq Pro Cys Pro Pro Pro Leu 
1456 Arq Gly ArCJ Pro Gly Scr 
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Figure 51 · Alternance de domaines hydrophiles 1 hydrophobes au niveau peptidique, 

de BENlA. 
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Figure 52 : Les clones BENI et CEL5 sont séparés par 3.5 kb dans le génome. 
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Les deux séquences de part et d'autre de ce "trou" (3.5 kb) sont caractérisées par une 

séquence codante organisée en "tandem repeats" de 87pb. On peut alors imaginer qu'il existe une 

continuité de cette séquence entre BENI et CEL5 et ainsi supposer l'existence de nombreux 

autres "tandem repeats". 

3) Carte de restriction de BEN2 

Un nouveau criblage avec la sonde JER57 a permis d'isoler un autre clone cosmidique, 

BEN2, qui chevauche une partie de BENI et la totalité de CEL5. Ce clone n'a été isolé que 

récemment. Cependant, grâce à la réalisation de sa carte de restriction nous avons pu établir une 

continuité entre les 3 clones (Figure 53). 

La carte de restriction de BEN2 met en évidence deux nouveaux fragments Barn ID de 

1.6 kb et deux fragments de 0.3 kb hybridant avec JER57. On peut donc supposer que comme les 

fragments Barn ID de 1.6 kb déjà séquencés, cette région est constituée d'une séquence répétée 

en tandems de 87pb. ll existerait ainsi une séquence codante répétitive sur plus de 9 kb, formant 

un énorme exon comme cela a déjà été décrit pour le gène MUC2. Les séquences répétitives non 

encore séquencées pourraient correspondre aux clones ADNe, JER28, JER57, JUL7 et JULIO. 

Certains de ces ADNe pourraient également provenir d'un polymorphisme inter-individuel. Le 

clone BEN2 contient tous les fragments visualisés sur Southern blot et susceptibles d'hybrider 

avec JER57, comme le montre la figure 54, il apparaît contenir le gène MUC5B entier. Ce clone 

est donc d'un grand intérêt car il est susceptible d'être le matériel de départ pour une étude qui 

sera menée ultérieurement au laboratoire et qui étudiera l'expression de ce gène transfecté en 

cellule eucaryote. 
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Figure 54 : Comparaison entre la carte de restriction de BEN2 et les fragments 

visualisés en Southern blot par la sonde JER57. 
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La synthèse de ces résultats fait apparaître que les clones BENI, CEL5 et BEN2 nous 

permettront de définir le schéma complet d'organisation du gène MUC5B. Les résultats partiels 

actuellement en notre possession montrent que : 

Le gène MUC5B semble être construit, comme le gène MUC2, d'un énorme exon central 

répétitif qui constitue la région 0-glycosylable, avec peut-être de part et d'autre quelques petits 

exons. Ces petits exons par épissage alternatif formeraient les régions C-et N-terminales riches en 

résidus cystéine. 

Les régions 5' et 3' terminales apparaissent conservées d'une espèce à l'autre contrairement 

aux régions répétitives dont le nombre de domaines élémentaires varie d'un individu à l'autre. Ce 

sont probablement des régions essentielles à la fonctionnalité des mucines. On peut alors imaginer 

grâce à un mécanisme d'épissage alternatif, la production, à partir d'un même motif répétitif, de 

mucines plus ou moins oligomérisées créant ainsi des propriétés de visco-élasticité différentes. 

"Is" 

région 
promotrice 

12.5 kb 

~ Exon organisé en "tandem repeats" de 87 pb 

9.5 kb 

11.5 kb 

Figure 55: Schéma hypothétique de l'organisation du gène MUC5B. 
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DISCUSSION 

1. RESULTATS ACQUIS 

A. LA CARTOGRAPHIE 

L'existence de séquences partielles d'ADNe multiples possédant des expressions tissulaires 

caractéristiques ne constituait pas, malgré leur localisation commune en 11 p 15 un faisceau 

d'arguments définitifs pour affirmer qu'il s'agissait de gènes distincts. Les résultats de cartographie 

ont permis de définir sur plusieurs centaines de kilobases l'existence d'au moins 4 de ces gènes : un 

gène de mucines intestinales MUC2, un gène de mucines gastriques MUC6 et deux gènes de 

mucines trachéobronchiques MUC5B et MUC5AC. 

En outre elle a montré que MUC5A et MUC5C sont regroupées derrière un même îlot 

CpG sur une vingtaine de kilobases. Parallèlement, les résultats d'hybridation in situ obtenus au 

laboratoire ont démontré une coexpression de ces deux ADNe. L'ensemble de ces résultats a 

permis d'affirmer que MUC5A et MUC5C constituent un seul et même gène appelé désormais 

MUC5AC [82]. 

Sur 725 kb, une concentration importante d'îlots CpG nous laisse suspecter la présence 

d'un cluster de gènes. La séquence en 5' du clone BENI, caractérise un nouveau gène localisé 

entre MUC5AC et MUC5B. Il reste évidemment à démontrer si ce gène organisé lui aussi en 

structure répétitive est encore un gène de mucine. Il pourrait donc exister dans cette petite région 

de la carte (entre MUC5AC et MUC5B couvrant environ 70 kb) 3 gènes de mucines les uns à la 

suite des autres. 

B. LES GENES DE MUCINES TRACHEOBRONCHIQUES 

1) MUC5AC 

L'isolement du clone génomique CEL2 possédant une partie exomque de MUC5AC 

permet d'authentifier les séquences ADNe en "tandem repeats" de 8 acides aminés. 
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L'homologie de séquence entre une partie exonique de MUC5AC, un ADNe de muqueuse 

gastrique et un ADNe de muqueuse trachéobronchique démontre l'expression multitissulaire du 

gène MUC5AC. Une coexpression dans les muqueuses intestinales et respiratoires a également été 

démontrée pour MUC2. 

2) MUC5B 

Le gène MUC5B est le premier gène entier de mucine que nous ayons isolé. Il a une taille 

d'une trentaine de kilobases. 

Les séquences du domaine exonique, organisé en "tandem repeats" de 87 pb, permettent de 

vérifier l'authenticité des clones ADNe et d'écarter les hypothèses d'artéfacts de clonage quant à 

leur existence. 

Ces séquences répétées semblent s'étendre sur plus de 9.5 kb, formant ainsi un énorme 

exon. Cet exon coderait pour un peptide d'environ 3000 a.a., caractérisé par l'alternance de 

domaines glycosylables et de domaines nus. En fonction du pourcentage d'acides aminés 

potentiellement 0-glycosylables (35-40%) des régions séquencées, on peut estimer que le nombre 

maximum approximatif de chaînes glycanniques que pourrait supporter ce peptide est compris 

entre 1000 et 1200. L'apomucine produite aurait une taille d'au moins 300 kD. 

On peut observer plusieurs niveaux de répétitions dans ce gène de mucine : 

1) une répétition d'un motif élémentaire plus ou moins dégénéré de 87 pb engendrant une 

répétition complexe au niveau peptidique de zones glycosylables et de zones nues organisées de 

façon alternée; 

2) une répétition des fragments de restriction générés par Barn ill, Kpn I, ou encore Sma I 

constitue une super-structure répétitive. Il est probable que ces nombreuses répétitions découlent 

de la duplication partielle ou totale d'un motif de base. 

On observe également encore une répétition à plus grande échelle au niveau de la 

mégacartographie, où la distance entre les îlots, c'est à dire les gènes, définit des structures ayant 

un dénominateur commun de 20kb (20, 40, 65, 110 ... ). Ceci nous permet donc de supposer que 

ces gènes appartiennent à la même famille multigénique et qu'ils viennent d'un gène ancestral 
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commun. La construction apparemment superposable de MUC2 et MUC5B étaye encore cette 

hypothèse. 

II. LES INTERROGATIONS 

A. UN CLUSTER "MUC" ? 

La mégacartographie réalisée sur 725 kb révèle au moins 12 îlots CpG. Hors seulement 4 

gènes de mucines non adjacents sont identifiés jusqu'à maintenant dans cette région. Pour vérifier 

l'hypothèse du "cluster MUC", il nous faudra étudier les gènes adjacents à MUC5B. 

Pour valoriser cette cartographie, il est maintenant indispensable de préciser sa localisation 

dans la région llp15.5 par des liaisons physiques à des loci environnants tels que INS, IGF2, 

HRAS, HBB, TH... Ce travail de "linkage" est en cours. Il permettrait également de déterminer 

l'orientation télomère-centromère de la carte et peut-être d'identifier des liaisons génétiques entre 

les gènes de mucines et les gènes proches, entre autres ceux qui sont impliqués dans les 

phénomènes tumoraux. Ceci ouvrirait de nouveaux horizons quant à l'étude de l'implication des 

gènes de mucines dans les phénomènes tumoraux. Les sondes de mucines pourraient constituer 

également des marqueurs hautement polymorphiques utilisables pour l'étude génétique des gènes 

adjacents déterminant des maladies mentales, métaboliques, tumorales à composante héréditaire. 

B. LE GENE MUC5B 

L'organisation du gène MUC5B reste encore à compléter. Combien d'exons contient-il ? 

Sont-ils soumis à un mécanisme d'épissage classique? 

Plusieurs sites potentiels d'épissage ont été décelés dans les séquences en 3' du gène mais 

nous n'avons encore aucune preuve définitive de la réelle existence de tous ces sites. 

Par contre aucun site d'épissage n'a été trouvé dans l'exon central. Le début et la fin de 

l'exon n'ont toujours pas été précisés; or, cet exon s'étend déjà sur plus de 9.5 kb. 
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Un seul site typique de polyadénylation a été décelé. Existe-t-il d'autres sites comme celui

ci en amont ou en aval qui engendreraient des ARNm de tailles différentes? 

L'étude de la séquence de fragments correspondant à l'extrêmité 5' du gène est en cours. 

Nous en attendons les informations sur le ou les sites d'initiation, sur les séquences promotrices et 

donc sur les systèmes de régulation du gène MUCSB. Il reste néanmoins un certain volume de 

travail à fournir pour pouvoir réaliser une carte précise de "l'anatomie" de MUCSB. 

C. LE GENE DE SOURIS HOMOLOGUE A MUCSB 

Le fragment d'ADN génomique de souris ROM11X-6, isolé grâce à la sonde d'ADNe 

humaine correspondant à MUCSB n'a pas été localisé contrairement à nos espérances dans la 

région murine homologue à la région 11p15. Nous y voyons deux explications possibles. 

1) Le gène murin de mucine homologue à MUCSB n'est pas associé à la région 

synténique correspondant à la région 11p15, chez la souris. 

2) Le gène caractérisé par ROM11X-6 n'est pas en réalité l'homologue de MUCSB mais 

un autre gène de mucine apparenté. Pour l'instant, nous adhérons à la deuxième hypothèse dans la 

mesure où le criblage d'autres banques de muqueuses humaines, avec la sonde JER57, nous a 

permis, à plusieurs reprises d'identifier des ADNe localisés sur le chromosome 16 humain; or 

précisément, la région homologue au chromosome 16 humain à pour correspondance le 

chromosome 8 de souris. Il pourrait donc encore exister d'autres gènes de mucines ou d'autres 

gènes apparentés sur le chromosome 16 humain. En l'état actuel, nous n'avons pas suffisamment 

de preuves pour authentifier les clones du chromosome 16 à des clones de mucines. 

D. L'EXPRESSION DES GENES DE MUCINES ? 

La plus insolite des caractéristiques, commune aux gènes de mucines est leur extrême 

hétérogénéité d'expression. MUC 1 et une mucine intestinale de rat semblent cependant y faire 

exception. Cette hétérogénéité pourrait laisser supposer l'existence de gènes complexes, composés 

de multiples exons, associés à de nombreux mécanismes de maturation. Or, que ce soit pour 

MUC2 ou MUCSB, il n'en est rien apparemment. Une organisation donc assez simple, même 

"rustique", certainement conservée au cours de l'évolution ne permet pas, en tout cas à elle seule, 
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d'expliquer une telle hétérogénéité de messagers. Par contre la coopération de plusieurs facteurs 

pourrait contribuer à cette hétérogénéité d'expression. Une alternative serait la dégradation 

artéfactuelle des ARNm de plus grande taille, en admettant que les ARNm de mucines soient plus 

fragiles que d'autres de taille équivalente. Les ARNm de grande taille constituent statistiquement 

de meilleures cibles aux ribonucléases que ceux de plus petite taille et les messagers de mucines 

doivent donc être spécialement sensibles à la dégradation. Il est également possible que la 

structure répétitive des ARNm les rendent plus instables et/ou plus sensibles aux RNases par 

l'intermédiaire de mécanismes encore inconnus. 

Toutefois, les facteurs artéfactuels ne semblent pas être la seule cause d'une telle 

expression. En effet, lorsque l'on examine l'expression des gènes MUC 1 à MUCS sur modèles 

cellulaires en culture par exemple HT -29MTX, on remarque un profil d'expression en bandes 

discrètes souvent [192]. 

Un turn-over rapide des ARNm serait une autre hypothèse, qui pourrait être examinée 

expérimentalement par une technique de "pulse-chase" dans des cellules en culture. 

Il faut souligner que la plupart des ADNe isolés de mucines ne correspondent pas, comme 

on serait en droit de l'attendre, de par le procédé de fabrication des banques, aux extrémités 3' 

terminales des ARNm. Que sont donc ces ARNm tronqués ? Existe-t-il un système de régulation 

afin de synthétiser des mucines de toutes les tailles ? Le continuum est-il dû à un système de 

dégradation naturelle et contrôlée des ARNm et non à la synthèse d'une multitudes de messagers 

différents? Puisque les ARNm isolés semblent, généralement, issus d'un seul grand exon organisé 

en "tandem repeats" et qu'il est très difficile d'isoler les extrémités 3' terminales, on peut imaginer 

que ces extrémités ont été détruites par un système de dégradation progressif. Ceci permettrait 

d'expliquer le continuum observé en Northern blot. Ainsi, à partir d'un ARNm d'une vingtaine de 

kilobases, on pourrait obtenir un continuum d'ARNm de tailles de plus en plus petites. Seul 

l'ARNm initial posséderait une extrémité 3' terminale qu'il est si difficile d'isoler au milieu de cette 

multitude de molécules. 
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III. DISCUSSION 

A. L'HETEROGENEITE GENIQUE 

A ce jour, 7 gènes de mucines humaines ont été identifiés. Il en existe 4 en llp15.5 et 

peut-être une douzaine ! Si chaque localisation chromosomique correspond à un cluster "MUC" 

comme celui observé en llp15.5, il pourrait alors exister une vingtaine de gènes de mucines 

différents. 

Pourquoi une telle diversité génique ? Pourquoi une telle hétérogénéité peptidique qui, de 

plus, est renforcée par une hétérogénéité en nombres et en structures des chaînes glycanniques ? 

Pourquoi la muqueuse doit-elle disposer de tant de molécules de mucines, à la fois semblables et 

néanmoins distinctes ? Y a-t-il une relation causale entre l'hétérogénéité peptidique et 

l'hétérogénéité glycannique ? L'hétérogénéité des mucines est-elle directement nécessitée par la 

diversité des agressions auxquelles la muqueuse doit répondre ? 

Les gènes de mucines peuvent être considérés, par leur nombre élevé, comme une 

famille multigénique et par leur similitude d'organisation et de séquence comme des gènes répétés. 

Il existe deux catégories de gènes répétés, qui ne sont pas mutuellement exclusives : les gènes qui 

produisent une "répétition de dosage" c'est à dire des clusters de gènes constitués d'un grand 

nombre de copies de séquences identiques répétées en tandem, tels que les gènes des ARNr et des 

histones; et les gènes qui sont constitués de gènes répétés variables (variant repetition) [193]. Les 

gènes répétés variables ne sont pas identiques mais sont apparentés. Ils codent pour des produits 

qui peuvent avoir des fonctions différentes dans l'organisme. On pourrait donc classer les gènes de 

mucines dans cette catégorie de gènes répétés variables qui englobe déjà les gènes codant pour les 

immunoglobulines [194], les globines, l'actine, l'hormone de croissance humaine, les interférons et 

sûrement bien d'autres. 

Ces gènes forment des familles plus ou moins complexes dont le nombre de gènes distincts 

diffère selon les familles. Ils peuvent être liés ou dispersés dans le génome. 
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Nombre de gènes liés ou dispersés localisation 

Collagène 6 plusieurs 21 

Actine 20-30 d 

Tubuline 5 a., 5 f3 et 15 pseudo d 

Globine 3 a. et pseudo 11 

5 f3 et pseudo 16 

IFNa 
~ 15 et> 3 pseudo 

1 9p 

IFNP d 9p, 2, autres 
~2 et? 12 IFN'Y 1 

1 : liés d : dispersés 

Les multiples gènes d'une même famille, bien que quelquefois fort différents, dérivent la 

plupart du temps de la duplication d'un gène ancestral commun. Les gènes de mucines pourraient 

eux aussi constituer une famille de gènes apparentés et être issus d'un même gène ancestral. Bien 

que les gènes MUC5B, MUC5AC et MUC2 soient assez divergents pour ne pas s'hybrider entre 

eux, leur organisation apparaît suffisamment semblable pour qu'on imagine leur origine par 

réitération en tandem suivie d'une divergence dans le temps. 

Si l'on observe attentivement la carte révélant les îlots CpG (Figure 33), et si l'on suppose 

que la plupart des îlots ont pu être décelés, on remarque qu'il existe une certaine symétrie, un 

ordre dans la taille et la disposition des différents fragments avec une répétition des fragments de 

20, 40, 65-70, 110-120, 140, 160 ... kilobases. Ces tailles de fragments apparaissent à peu près 

toutes comme des multiples de 20, comme si les fragments de part et d'autre du centre de la carte 

étaient formés de la duplication ou de "n" duplications d'un fragment d'une vingtaine de kb. Les 

fragments situés au centre de la carte sont plus petits (20 kb) que ceux situés de part et d'autre en 

5' et 3'. Est-ce dû au manque de sonde spécifique de ces régions terminales, qui empêcherait de 

mettre en évidence certains îlots CpG ? Ou, est-ce que plus l'on s'éloigne du centre plus les gènes 

sont réellement grands? Ces plus grands fragments sont-ils formés d'un gène balisé par l'îlot CpG 

et de un ou plusieurs pseudo-gènes. Ou, est-ce que, par exemple le fragment de 120 kb, est 

constitué de 6 gènes dont un seul est actif (1 seul îlot détectable) dans les lignées étudiées ? Quel 

que soit le cas de figure, il apparaît plausible que ces gènes dérivent de la duplication d'un gène 

ancestral d'une vingtaine de kilobases dont les séquences auraient petit à petit divergé au cours de 
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l'évolution. On peut alors imaginer un schéma d'évolution des gènes de mucines basé sur celui des 

gènes de la famille de l'hormone de croissance décrit par G. S. Barsh [195] (Figure 56). 

L'extrême hétérogénéité des gènes de mucines est-elle la conséquence d'une pression de 

sélection dans l'acquisition d'une meilleure adaptibilité aux agressions de l'environnement ? 

L'amplification des séquences d'ADN a un rôle dans l'évolution. Il est probable que la 

duplication en tandem de gènes se produise relativement fréquemment dans toutes les cellules, à la 

suite d'erreurs occasionnelles, au cours du processus normal de réplication et de recombinaison de 

l'ADN. Généralement ces duplications d'ADN ne confèrent aucun avantage sélectif à l'organisme 

dans lequel elles se produisent, et l'exemplaire supplémentaire du gène est rapidement perdu. Une 

copie altérée peut néanmoins devenir fonctionnelle, coder pour une nouvelle fonction, ou répondre 

à des signaux de régulation différents. Si les séquences altérées se révèlent utiles ou confèrent une 

plus grande adaptabilité, les nouveaux variants peuvent eux-mêmes être conservés par la pression 

de sélection. 

Un tel modèle permettrait d'expliquer l'origine de l'hétérogénéité peptidique des mucines. 

L'évolution par amplification aurait ainsi généré des gènes différents mais apparentés permettant 

de synthétiser une multitude de molécules différentes plus adaptées à leurs nombreuses fonctions. 

Les gènes de mucines ainsi amplifiés ont-ils évolués de façon concertée afin de conserver 

une certaine homogénéité de structure au sein de cette famille multigénique ? 

Dans les familles multigéniques, la répétition en tandem n'est toutefois pas limitée aux 

gènes entiers, elle peut se manifester au niveau d'une région codante : les gènes de sérumalbumine, 

et de l'a. foetoprotéine [196], le gène du récepteur des lipoprotéines de faible densité [197], le 

gène du collagène [198], le gène de la protéine glue chez Drosophila [199], les gènes des P.R.P 

[106-109] en sont une illustration. Le gène du collagène est constitué d'un grand nombre d'exons 

ayant tous des longueurs qui sont des multiples de 9 pb. On peut imaginer la structure de ce gène 

comme construite par des amplifications en tandem d'un motif initial de 9 pb. Le gène Sgs 4 de 

Drosophila est formé de répétitions directes en tandem d'un motif de 21 pb (soit 7 a. a.). Les 

répétitions ne sont pas parfaites et les heptapeptides répétés divergent donc également. Le nombre 

de répétitions de la séquence canonique varie selon la souche de Drosophila (19, 22 ou 27 

répétitions). De tels changements sont supposés consécutifs à des crossing-over homologues 

inégaux. 
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Figure 56 : Représentation schématique de l'évolution de la famille 

multigénique de l'hormone de croissance humaine. Les variations 

de tailles des introns ne sont pas représentées. D'après G. S. Brash. 
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Figure 57 : Schéma hypothétique de l'évolution des séquences répétitives des 

gènes de mucines. D'après J. R. Gum. 
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A partir des modèles précédents, on peut imaginer pour les gènes de mucmes un 

mécanisme commun d'évolution basé sur la réitération d'un motif canonique (Figure 57). 

Modèle de Gum [200] : Un petit gène primordial subirait une duplication pour produire un 

simple fragment d'ADN répété. Si les crossing-over maintiennent le cadre de lecture ouvert et 

donnent des séquences riches en sites de 0-glycosylation, alors ces altérations seront favorables à 

la structure des mucines. Des crossing-over homologues mais inégaux augmenteraient alors 

rapidement le nombre de "tandem repeats" dans des allèles différents, créant ainsi une mucine plus 

longue et donc par conséquent plus "gluante" et "visqueuse". Les allèles les plus grands seraient 

ainsi privilégiés par une sélection naturelle, produisant des mucines actuelles avec une séquence 

répétée très étendue. 

Bien que ce modèle soit invérifiable dans l'immédiat, il permet d'expliquer plusieurs 

propriétés des mucines actuelles : 

1) Les répétitions, une fois formées, devraient évoluer très rapidement. Par conséquent, les 

domaines répétitifs devraient être très divergents entre des espèces relativement éloignées; c'est 

effectivement ce qui est généralement observé [70, 77]. 

2) Le polymorphisme de type VNTR est compatible avec une évolution rapide. 

3) Ce modèle prédit des séquences uniques N- et C-terminales vraisemblablement assez 

bien conservées, les mutations au niveau de ces extrémités devant être limitées par le rôle 

fondamental de ces domaines dans la formation des oligomères de mucines [77, 96, 190]. 

Ce modèle constituerait un deuxième niveau d'évolution après l'amplification génique. 

L'amplification génique aurait permis d'augmenter le nombre de gènes primaires et ainsi de 

diversifier les "petites mucines primordiales". L'amplification interne aurait, elle, favorisé 

l'élaboration de mucines plus longues et donc plus efficaces. 

B. EXPRESSION ET REGULATION 

Plusieurs facteurs modifiant l'expression des mucines ont été décrits. L'innervation 

cholinergique a été mentionnée par H. Florey comme étant impliquée dans la régulation de la 

sécrétion de mucus digestif [20 1]. Chez le chien et le rat , il a été observé que l'acétylcholine et le 

carbachol produisaient une augmentation de l'épaisseur de la couche de mucus au niveau de la 

muqueuse gastrique [202, 203]. Il a également été démontré que les cellules caliciformes des 
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cryptes intestinales, étaient sensibles à l'acétylcholine et à ses analogues alors qu'au niveau colique 

elles étaient insensibles à ce stimulus [204]. Au niveau de la trachée, la sécrétion de mucines peut 

être induite par l'AMPc [205]. Les prostaglandines ont aussi été décrites comme stimulant la 

sécrétion des mucines. In vitro, sur des épithélia de l'estomac, de la trachée et de la vésicule 

biliaire, il a été observé que la prostaglandine E2 accroissait la synthèse des mucines qui au 

contraire diminue après l'application d'indométhacine ou d'aspirine. 

Toutes ces observations anciennes donneront les bases à l'étude des éléments régulateurs 

des gènes MUC transfectés dans des modèles cellulaires en culture ou dans les animaux 

transgéniques. 

Une autre question d'importance doit être posée : 

Les gènes de mucines sont-ils soumis à une régulation concertée, à une régulation 

transcriptionnelle multi-loci ? 

Les gènes organisés dans un locus multigénique ont des fonctions apparentées et sont 

exprimés de façon coordonnée et régulés différentiellement suivant le stade de développement. 

Pour expliquer une telle régulation différentielle, il a été décrit pour les gènes des ~globines [206] 

et les gènes du CMH, une région de contrôle en amont de chacun des loci appelée LCR (Locus 

Control Region) [207]. Ces éléments LCR ont un rôle important pour l'activation des loci au cours 

du développement. II existe également d'autres niveaux de régulation plus complexes qui résultent 

de la compétition entre les gènes vis à vis de l'activation par le LCR et du fait que l'expression d'un 

gène peut affecter le moment d'activation et le taux d'expression d'un autre gène. A l'intérieur du 

locus HbB les gènes des ~globines sont organisés dans l'ordre dans lequel ils sont activés. L'ordre 

des gènes semble avoir un rôle primordial dans la régulation. Ce système de régulation est associé 

à des loci multigéniques très conservés, c'est à dire que l'ordre des gènes est maintenu au cours de 

l'Evolution. 

Les progrès considérables réalisés au cours de ces dernières années dans l'établissement de 

la carte génomique de l'homme et de la souris ont permis de reconnaître l'existence de nombreux 

groupes de liaisons conservés chez les deux espèces [186]. Ainsi de nombreux gènes de la région 

llpl5.5 se retrouvent liés dans la région 90 du chromosome 7 de la souris. S'il s'avère exact que le 

cluster MUC fait également partie de ce locus conservé, on pourra donc étudier l'hypothèse selon 

laquelle les gènes de mucines sont soumis à un système de régulation de type LCR. 
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C. ROLE DES MUCINES DANS LA TUMORIGENESE ? 

Une association entre expression des mucines et tumorigénèse de divers types cellulaires a 

été décrite dans la littérature, surtout à propos de l'épisialine (MUC1) [208-210]. MUC1 est 

essentiellement associée aux tumeurs mammaires, pancréatiques et ovariennes alors que MUC2 est 

principalement associée aux tumeurs gastro-intestinales et trachéobronchiques [211, 212]. 

La fonction exacte des mucines "tumorales" et le mécanisme permettant d'augmenter très 

nettement l'expression de ces glycoprotéines dans les tumeurs sont inconnus. Cependant, un 

certain nombre d'hypothèses émaillent la littérature : 

Les cellules tumorales perdent leur caractère polarisé et une forte concentration de mucines 

membranaires s'étend sur toute la surface cellulaire. En raison de leur forte activité glycolytique, 

ces cellules produisent un taux élevé de lactate qui diminue le pH L'excès de mucines protégerait 

les cellules du pH acide et favoriserait interactions et agrégations cellulaires. La 0-glycosylation 

des mucines membranaires permet d'étendre leurs possibilités interactives bien au delà de la surface 

cellulaire. L'affinité des mucines "tumorales" vis à vis des autres cellules, tumorales ou non, 

favoriserait la métastase [213 , 214]. Les mucines membranaires protègeraient les cellules 

tumorales du système immunitaire en masquant, par encombrement stérique, les antigènes de 

surface impliqués dans la reconnaissance immunitaire. Les mucines acides protégeraient les cellules 

tumorales de la lyse par les lymphocytes T "natural killer" [215]. Les cellules cancéreuses 

libéreraient par protéolyse un taux élevé de mucines dans le sérum. Ces mucines circulantes 

formeraient des complexes immuns qui agiraient comme des facteurs bloquant le système 

immunitaire [216]. 

Le cluster MUC comprenant les gènes MUC2, MUC5B, MUC5AC et MUC6 est localisé 

dans une région du génome à la fois très conservée et impliquée dans de nombreux phénomènes de 

réarrangements chromosomiques. En effet des aberrations telles que des pertes de l'hétérozygotie, 

des trisomies, des translocations ont été trouvées au niveau de la région 11 p 15 chez des patients 

atteints de tumeur de Wilm's [217], du syndrome W A GR, du syndrome de Beckwith-Wiedemann 

(BWS) [218-220], de rhabdomyosarcome [221 ], de tumeur du sein [222], de leucémie 

lymphoblastique aigüe des cellules-T [223], de leucémie myéloïde aigüe [224]. Les gènes MUC 

sont-ils eux aussi touchés par ces anomalies qui déréguleraient leur expression ? Constituent-ils 

des gènes de susceptibilité aux cancers ? 
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La surexpression des mucines est-elle directement associée à l'expression d'oncogènes ou 

d'antioncogènes ? Existe-t-il des facteurs de régulation tels les facteurs de type LCR, communs à 

certains oncogènes, antioncogènes, gènes de mucines, de cette région p15.5? 

Les connaissances récentes acquises sur les mucines grâce à la biologie moléculaire ont 

permis de mettre au jour l'existence d'un système biologique de grande complexité, dont le rôle est 

fondamental à la vie. L'étude de ces molécules et de leurs gènes devrait apporter un nouvel 

éclairage aux domaines de recherche très actuels de la biologie que sont l'étude de la 

différenciation cellulaire, de la communication intercellulaire, de la tumorigénèse. 
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APPENDICE TECHNIQUE 

1. ANALYSE DE L'ADN GENOMIQUE PAR LA 
TECHNIQUE DE SOUTHERN BLOT 

La technique de Southem blot décrite en 1975 permet de visualiser une séquence dite 

unique à partir d'ADN génomique. Elle comporte les étapes suivantes: 

- la préparation de l'ADN génomique ; 

- l'hydrolyse de l'ADN par une ou plusieurs enzymes de restriction appropriées ; 

- la séparation des fragments par électrophorèse en gel d'agarose ; 

- la dénaturation in situ de l'ADN ; 

-le transfert de l'ADN par capillarité sur un support solide (membrane de nylon) ; 

-l'hybridation avec une sonde monobrin marquée (32p) ; 

- les lavages et la révélation du signal par autoradiographie. 

A. PREPARATION DE L'ADN GENOMIQUE 

L'extraction de l'ADN génomique à partir de sang, a été réalisée selon la méthode de 

M. Jeanpierre [225]. 

1) Lyse cellulaire 

Le sang prélevé sur anticoagulant est congelé puis décongelé rapidement à 37°C et 

réparti en fractions de 10 ml dans des tubes de 50 ml. 

La lyse des cellules est alors effectuée par l'adjonction de 40 ml d'une solution Tris 

10 mM pH 7.4, EDTA 10 mM pendant 10 minutes. 

Une centrifugation de 10 minutes à 3 000 g permet d'éliminer dans le surnageant, 

l'hémoglobine et les autres constituants solubles. L'opération de lavage est répétée plusieurs 

fois (5 à 6 fois) jusqu'à l'obtention d'un culot de débris cellulaires et de noyaux pratiquement 

blanc. 
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2) Protéolyse 

I4 ml d'un dénaturant protéique, l'hydrochlorure de guanidinium 6 M filtré, sont ajoutés 

au culot qui est alors homogénéisé par une agitation ménagée dans un automate ("turbula") 

durant une trentaine de minutes. Puis 2 ml d'un détergent anionique, du sarcosyl IO%, et ISO 

J.Ll de protéinase K à IO mg/ml (préparée extemporanément) sont ajoutés à chaque préparation. 

Le tout est incubé une heure à 60°C ou une nuit à 37°C. 

3) Précipitation de l'ADN 

L'ADN est ensuite précipité par l'addition (qsp 50 ml) d'éthanol absolu froid auquel a 

préalablement été ajouté I ml d'acétate d'ammonium 7.5 M. Puis, il est recueilli par 

enroulement autour d'une baguette de verre, et rincé 4 fois à l'éthanol à 70% (v/v). L'ADN 

ainsi purifié est resuspendu dans du TE IX (4 ml pour un tube de IO ml de sang). Afin 

d'obtenir une bonne homogénéisation, l'ADN est laissé 48 h sous agitation. 

4) Quantification et appréciation de la pureté 

La concentration d'ADN extrait est calculée par mesure au spectrophotomètre de la 

densité optique (DO) à 260 nm. Une concentration de 50 J.Lg/ml correspond à I de DO. La 

pureté de l'ADN est appréciée par le rapport de la DO à 260 nm sur la DO à 280 nm ,qui doit 

être voisin de 2. Les solutions d'ADN sont stockées à 4°C. 

B. HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

L'hydrolyse est réalisée sur 10 à 40 J.Lg d'ADN génomique à raison de 5 à I 0 U 

d'enzyme par J.Lg d'ADN dans les conditions recommandées par le fabriquant. Le temps 

d'incubation est de l'ordre de 24 heures. Une recharge d'enzyme peut être effectuée au bout de 

6 heures si nécessaire. 

C. ELECTROPHORESE 

Les fragments d'ADN hydrolysés sont séparés par une électrophorèse en gel d'agarose 

{0.8%, en tampon phosphate) contenant du BEt {0.5 J.Lg/ml), une nuit à 20 volts. 
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Sur chaque gel est déposé un témoin de masse moléculaire. Ce marqueur 11 13i11 est un 

phage recombinant qui hydrolysé par l'endonucléase Eco RI libère 8 fragments dont les tailles 

sont 31, 22, 11, 4.3, 3.2, 2, 1.3 et 0.5 kb. 

D. TRANSFERT ET FIXATION 

Avant le transfert sur membrane, l'ADN doit être dénaturé. Pour cela, le gel est trempé 

2 x 30 mn dans du tampon de dénaturation (NaCl 1.5 M; NaOH 0.5 N). Puis il est neutralisé 

par 2 bains de 30 mn dans du tampon de neutralisation (Tris- HCl 0.5 M pH 7.5 ; NaCl 3 M). 

L'ADN est alors transféré sur membrane de Nylon Hybond N+ (Amersham) par capillarité en 

tampon SSC 20X pendant une nuit. Le matériel nucléique est ensuite fixé sur la membrane par 

une exposition de 3 mn aux U.V. (312 nm). 

E. HYBRIDATION A UNE SONDE NUCLEIQUE 

1) Préparation de la sonde 

Chaque sonde est réalisée à partir de 25 ng d'ADN. Deux techniques ont été utilisées : 

- la 11Nick translation .. en présence d'un nucléotide marqué : a32 P dCTP (kit 

Amersham); 

- le 11multiprime11 utilisant des amorces hexanucléotidiques et une extension par la 

Klenow en présence de a32 P dCTP (Random Primed DNA labelling kit Boehringer) qui 

nécessite au préalable la dénaturation de l'ADN (dénaturation par la chaleur: 10 mn à 95°C); 

La sonde est purifiée par gel filtration sur colonne de Sephadex G50 éluée par du 

tampon STE-SDS 0.1%. Elle est ensuite dénaturée en présence de 1/10 (v/v) de NaOH 3 N, 

10 mn à température ambiante, et par l'addition de HCl 3 N (5/6 du volume de NaOH). 

2) Hybridation 

La membrane avant d'être hybridée, doit passer par une étape de préhybridation qui 

consiste à saturer ses sites afin d'obtenir une fixation spécifique de la sonde sur l'ADN. Pour 

cela, la membrane est rincée dans du SSC 6X, puis incubée dans du tampon de préhybridation 
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SSC 6X- Denhart's 5X- SDS 0.5% (à raison de 50 Jll!Cm2 de membrane) au moins 1 heure à 

65°C. Après cette première incubation, le tampon est remplacé par du tampon d'hybridation 

SSC 6X - Denhart's 5X - SDS 0.5% - sulfate de dextran 10% (p/v) - ssDNA (10 mg/ml) 

2.5% (v/v) auquel est ajoutée la sonde marquée au 32p. L'hybridation est réalisée par une 

incubation d'une nuit à 65°C. 

Pour éliminer certaines hybridations parasites dues à la présence de motifs de type 

"Alu family" ou autres séquences répétitives du génome humain, 100 ~g d'ADN humain 

dénaturé doivent, dans certains cas, être ajoutés pour 25 ng de sonde. 

3) Lavages 

L'excès de sonde est éliminé par plusieurs lavages réalisés comme suit : 

-rinçage dans du SSC 2X; 

-lavage : 2 x 15 mn en tampon SSC 2X à 65°C; 

ou 2 x 15 mn en tampon SSC 2X- 0.1% SDS 

-rinçage dans du SSC 2X. 

4) Autoradiographie 

La membrane ainsi lavée est mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps 

variables pouvant aller d'une journée à 8 jours. 

Avant de tester une nouvelle sonde, le blot est déshybridé par une solution de SDS 

0.1% bouillant et un contrôle de deshybridation est effectué pour chaque autoradiographie. 

F. HYBRIDATION A UNE SONDE OLIGONUCLEOTIDIQUE 

1) Préparation de la sonde 

Les oligonucléotides sont marqués en 5' OH par la T4 Polynucléotide Kinase selon le 

protocole du kit Amersham. 

L'oligonucléotide est tout d'abord dénaturé par la chaleur, pendant 5 mn à ébullition, 

puis le mélange suivant est effectué : 
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5 picomoles de l'oligonucléotide (sous un volume::; 2 Ill) 

1 111 de tampon de phosphorylation 1 OX 

5 111 de -yATP 32p 

1 111 de T 4 Polynucléotide Kinase 

qsp 10 111 avec H20 stérile 

Il est incubé à 37 °C au moins 30 mn. La réaction est arrêtée par un passage de 5 mn à 

90 oc puis 5 mn dans la glace et par l'addition de 1/1 oe de volume de STE 1 OX. 

L'oligonucléotide ainsi marqué est purifié par gel filtration sur "Quick Spin Colurnin G25" puis 

dénaturé par la chaleur. Un volume égal de formarnide est alors ajouté. 

2) Hybridation 

La température d'hybridation ou de préhybridation dépend du Tm de l'oligonucléotide 

que l'on veut hybrider : T d'hybridation = (Tm - 10 à 15°C). 

Le tampon utilisé est le suivant : SSPE 6X, Denhardt's 1 OX, sulfate de dextran 

10% (p/v), SDS 0.05%, ssDNA (10 mg/ml) 1.25% (v/v). 

3) Lavages 

Après une hybridation d'une nuit, l'excès de sonde est éliminé par un rinçage de la 

membrane dans du tampon SSPE 6X et un lavage de 15 mn dans du SSPE 4X- 0.1% SDS à 

une température légèrement supérieure à celle de l'hybridation (Tm - 5°C). 

II. ANALYSE DE L'EXPRESSION PAR LA TECHNIQUE DE 
NORTHERN BLOT 

A. PREPARATION DES ARN TOTAUX 

Le matériel biologique immergé dans l'azote liquide dès son recueil et conservé à -80°C 

est tout d'abord broyé dans l'azote liquide. Au tissu réduit en poudre fine sont ajoutés 40 ml de 

tampon GT (voir le lexique des formules) . Le mélange est homogénéisé à l'aide du "Sorvall" 
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puis filtré sur gaze stérile afin d'éliminer le tissu conjonctif Pour diminuer la viscosité, l'ADN 

est cassé par des passages successifs au travers d'aiguilles de diamètres décroissants. 

16 g de chlorure de césium solide sont ajoutés à l'homogénat qui est ensuite déposé 

délicatement dans 6 tubes au dessus de 3.2 ml d'une solution de chlorure de césium 5.7 M, 

EDTA 0.1 M pH 7.5, DEPC 0.1 %. Les tubes sont équilibrés deux à deux grâce à une solution 

constituée de 5 ml de tampon GT et de 2 g de CsCI. Ils sont ensuite centrifugés dans une 

ultracentrifugeuse Beckman L8 (rotor SW41) à 29 500 tours/mn pendant 15 heures à 18°C. 

Après élimination des sumageants, les culots sont repris par 1 ml de TE lX- SDS 0.1% puis 

transférés dans 2 tubes Corex (30 ml). 

Les ARN sont alors purifiés par 2 volumes de chloroforme- n butanol (4/1, v/v). Après 

agitation, les tubes sont centrifugés 5 mn à 3 000 tours/mn. La phase aqueuse est recueillie, 

alors que la phase organique est réextraite par 1 volume de TE lX - SDS 0.1 %. Les deux 

phases aqueuses sont réunies et réparties en 2 volumes égaux. 

Les ARN sont précipités par 0.1 volume d'acétate de sodium 3 M pH 5.5 et 2.2 

volumes d'éthanol absolu ( -20°C) pendant au moins 2 heures à -80°C. Les ARN sont récupérés 

sous forme d'un culot après une centrifugation de 30 mn à 10 000 tours/mn. Le culot séché à 

l'azote est resolubilisé par 200 à 500 ~1 d'eau stérile. Les ARN extraits peuvent être ainsi 

conservés pendant quelques jours à -80°C. Pour une conservation à plus long terme, de 

quelques jours à un an, le culot de précipitation acétate/alcool doit être repris par un petit 

volume d'alcool absolu. 

Afin de déterminer la quantité et la qualité des ARN extraits, 1 0 ~1 de chaque 

échantillon sont prélevés et dilués dans 1 ml d'eau. La concentration d'ARN est calculée par 

mesure de la densité optique au spectrophotomètre à 260 nm. Une DO à 260 nm égale à 0.025 

correspond à 1 ~g d'ARN par millilitre. 

La pureté des ARN extraits est appréciée par deux critères : 

-le rapport de la DO à 260 nm sur la DO à 230 nm ( contamination par les solvants) 

doit être supérieur à 2. 

- le rapport de la DO à 260 nm sur la DO à 280 nm (contamination par les protéines) 

doit être supérieur à 1.75. 
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B. ELECTROPHORESE DES ARN EN MILIEU DENATURANT 

L'ARN purifié par la technique décrite précédemment est à nouveau précipité par 1/1 oe 

de volume d'acétate de sodium 3 M pH 5.5 et 2.2 volumes d'alcool absolu. Le culot obtenu 

après une centrifugation de 30 mn à 10 000 tours/mn est cette fois-ci repris par du tampon de 

dénaturation de manière à avoir une concentration de 5 ~g/~1. L'ARN est dénaturé par 5 mn de 

chauffage à 68°C en milieu dénaturant : 

Tampon de dénaturation : 

formarnide désionisée sur résine AG 501 x 8 

formaldéhyde désionisée sur résine AG 501 x 

MOPS 10X 

eau DEPC stérile 

500 ~1 

8178 ~1 

100 ~1 

qsp1000 ~l 

Avant usage, le matériel en contact avec la préparation : la cuve d'électrophorèse, le 

peigne et le barreau aimanté sont préalablement baignés plusieurs heures dans une solution de 

soude 1 N et rincés abondamment à l'eau stérile. 

Le matériel dénaturé est maintenu dans la glace jusqu'au moment du dépôt sur gel. Des 

parties aliquotes de 10 à 50 ~g d'ARN sont additionnées d'un tampon de dépôt contenant du 

glycérol et du bleu de bromophénol puis sont déposées sur un gel d'agarose à 0.8% préparé de 

la façon suivante : 

agarose 

MOPS IOX 

formol désionisé 

Eau DEPC stérile 

0.8 g 

10 ml 

17 ml 

qsp 100 ml 

L'électrophorèse est effectuée en tampon MOPS IX à 30 volts pendant une nuit sous 

agitation magnétique. 

Le lendemain le gel est rincé par 6 bains successifs de tampon SSC IOX pendant 15 mn 

afin d'éliminer le formaldéhyde. L'intégrité des ARN est contrôlée par visualisation sous lampe 

U.V. des bandes d'ARN ribosomales (ARNr 18S : 2.06 kb; ARNr 28S : 5.30 kb) colorées au 

BEt. Pour cela, le gel est immergé 15 mn dans un bain de SSC IOX contenant 1110 000 deBEt 

à lümg/ml puis rincé 30 mn dans du SSC IOX. 
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C. TRANSFERT ET HYBRIDATION 

Le matériel ribonucléique est transféré sur une membrane de type "Hybond C Extra" 

(Amersham) par capillarité, en tampon SSC 20X durant une nuit. La fixation covalente de 

l'ARN sur le support est assurée par la cuisson de la membrane à 80°C pendant 2 heures sous 

vide partiel. 

Avant l'hybridation proprement dite, la membrane est tout d'abord incubée au moins 2 

heures dans du tampon de préhybridation 3X. Ce tampon est ensuite remplacé par du tampon 

d'hybridation SSC 3X- dextran auquel est ajoutée la sonde marquée au 32p. L'hybridation est 

réalisée par une incubation d'une nuit à 42°C. 

L'excès de sonde est éliminé par 2 lavages de I5 mn à 55 ou 65°C en tampon SSC 2X

SDS 0.1%. 

La membrane ainsi lavée est mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps 

variables pouvant aller de quelques heures à une semaine selon les sondes. 

III. MEGACARTOGRAPHIE DE RESTRICTION 

A. PREPARATION DE L'ADN A PARTIR DE CELLULES EN CULTURE 

Afin de maintenir l'intégrité de l'ADN, on doit éviter toutes les possibles cassures 

mécaniques (cisaillement par pipettage ), chimiques, photochimiques (U.V.) et enzymatiques 

(nucléases); pour cela la préparation doit se faire rapidement avec des solutions stériles, en 

protégeant l'ADN par inclusion dans de l'agarose à faible point de fusion ("Low Metting Point" 

:LMP). 

Les cellules sont tout d'abord lavées dans du PBS IX à 37°C puis centrifugées 3 mn à 

3 000 tours/mn. Le culot ainsi formé est repris par un volume de PBS IX tel que la 

concentration soit de 3 .5xi 0 7 cellules/ml. On ajoute un volume égal d'agarose LMP à I% dans 

le PBS IX et on coule le mélange dans un moule, composé de 20 trous (0.6 x O.I5 x 0.9 cm) 

d'une contenance de 80 j..tl. Chaque bloc contient I o6 cellules. 

Après solidification (30 mn sur la glace), les 20 blocs sont traités 2 fois par 5 ml 

d'EDTA 0.5 M pH 8, sarcosyii% et IOO Jlg/ml de protéinase K à 50°C pendant 24 heures. Le 
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lendemain, les blocs sont lavés par du TE IX, puis 2 fois par du TE IX contenant 0.04 mg/ml 

de PMSF (Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride) dans l'isopropanol, à 50°C pendant 30 mn, afin 

d'éliminer la protéinase K et le sarcosyl. 

Les blocs sont conservés dans l'EDTA 0.5 M à 4°C. Chaque bloc ainsi préparé contient 

10 Jlg d'ADN. 

B. DIGESTION DES BLOCS D'ADN PAR DES ENDONUCLEASES DE 

RESTRICTION 

L'établissement d'une cartographie à grande échelle nécessite l'utilisation d'enzymes de 

restriction à site de coupure relativement rare. Les sites de reconnaissance de ces 

endonucléases sont des séquences de 6 ou 8 pb et/ou des séquences contenant I ou 2 motifs 

CpG. 

Avant chaque hydrolyse, les blocs sont lavés 3 fois 20 mn dans du TE lX pour éliminer 

l'EDT A puis sont équilibrés dans le tampon d'hydrolyse adéquat à l'enzyme pendant I5 mn. 

Chaque hydrolyse est réalisée sur un I/2 bloc (40 Jll) contenant 5 Jlg d'ADN, sous un volume 

réactionnel de I 00 Jll. Les conditions d'hydrolyse utilisées pour chaque enzyme sont : 

- 1/2 bloc ........................................ .40 Jll (5 Jlg d'ADN) 

-Tampon IO X ................................ IO Jll 

-Enzyme ......................................... 10 à I5 U/11g ex: Sfi I: 75 U 

Nru I ) 

Mlu I ) 50 U 

Not I ) 

- SAB (1 mg/ml) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 Jll ou 0 )1.1 

- Spermidine (I 00 mM) .................... 5 Jll ou 0 Jll 

- H20 stérile ................................... qsp 100 Jll 



Enzyme 

Ascl 

Bssllll 

Cla 1 

Ksp 1 

Mlul 

Narl 

Not 1 

Nrul 

Sac II 

Sai 1 

Sfi 1 

Spe 1 

Ssp 1 

Swal 

Fabricant 

Biolabs 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Gibco-BRL 

Biolabs 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

Boehringer 

BSA 

(1 mg/ml) 

+ 

+ 
+ 

+ 

Spermidine 

(100 mM) 

+ 

+ 
+ 

Température 

d'hydrolyse 

37°C 

50°C 

37°C 

37°C 

37°C 

37°C 

37°C 

37°C 

37°C 

37°C 

50°C 

37°C 

37°C 

37°C 

177 

Le mélange est incubé au bain-marie, à la température d'hydrolyse requise pendant 4 h. 

Pour obtenir une digestion totale, on effectue alors une recharge d'enzyme (à nouveau 5 U/11g 

d'ADN) et on laisse à incuber toute la nuit à température de digestion. Dans le cas d'une double 

digestion, les blocs sont ensuite équilibrés dans le tampon d'hydrolyse correspondant à la 

deuxième enzyme. 

La réaction est arrêtée par lavage des blocs dans 1 ml de TE 1 X. Les blocs sont 

équilibrés dans le tampon d'électrophorèse à +4°C, puis déposés directement sur le gel. 

C. ELECTROPHORESE EN CHAMPS PULSES : TECHNIQUE CHEF 

(Contour-Clamped Homogeneous Electric Field) 

1) Appareillage 

L'appareil utilisé a été conçu à l'Unité INSERM n°124, il est composé de 

- un générateur Apelex capable de débiter un courant stable d'une tension de 0 à 

500 volts et d'une intensité de 0 à 500 mA; 

- un pulseur (Multicomat) qui alterne régulièrement deux champs électriques de 

directions différentes; 
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-un microprocesseur (conçu à l'Unité INSERM n°124), qui permet la programmation 

des paramètres de migration; 

-une cuve; 

- un système de refroidissement associé à une pompe rotative, permettant la circulation 

permanente du tampon d'électrophorèse afin de maintenir une homogénéité ionique et une 

température constante (l2°C). 

2) Les paramètres d'électrophorèse 

Paramètres d'électrophorèse 

GEL Dimension 17 x 17 cm 

Pourcentage d'agarose 1% 

Tampon 0.25XTBE 

TAMPON Composition 0.25X TBE 

Température 12oC 

Débit de circulation 60 1/h 

ELECTROPHORESE Voltage 190 v 
Ampérage 150 mA 

Durée 39 à 48 h 

Sachant que la séparation optimale des molécules d'ADN est fonction du temps de 

pulse et voulant séparer au mieux, d'une part des molécules allant de 200 à 600 kb et d'autre 

part des molécules plus petites comprises entre 20 et 200 kb, nous avons été amenés à utiliser 

deux conditions différentes d'électrophorèse : 

200 à 600 Kb 

3 temps de pulse 

50 s pendant 16 h 

30 s pendant 16 h 

80 s pendant 16 h 

20 à 200 Kb 

2 temps de pulse 

50 s pendant 15 h 

3 0 s pendant 24 h 



179 

D. LESMARQUEURSDETAaLE 

Les marqueurs de taille utilisés sont le 11 13i11 un clone phagique (cf. Technique du 

Southern blot) et des concatémères d'ADN du phage À EMBL4. La concatémérisation du 

phage À a été mise au point par J.P. Kerckaert (Unité INSERM n°124); elle s'effectue par 

ligation du phage À EMBL4 sur lui-même, à 3 7°C dans de l'agarose LMP. 

Figure 58 : Electrophorèse en champ pulsé d'ADN de la lignée 194 hydrolysé par 

différentes enzymes. 1 : marqueur (13i); 2, 8, 14 : marqueur, concatémère de ÀEMBL4 

(43.2 kb); 3 : Bss HII; 4: Bss llll 1 Not I; 5 :Not I; 6 :Not I 1 Mlu I; 7 : Mlu I; 9 : Nru I; 10 : 

Not I 1 Nru I; 11 : Nar I; 12 : Cla I; 13 : Sai I. Conditions d'électrophorèse : 50s- 16 h; 30 s-

16 h; 80 s - 16 h. 

E. TRANSFERT, HYBRIDATION ET AUTORADIOGRAPHIE 

Après électrophorèse le gel est coloré au BEt ( 4 J..Lg/ml) durant 15 mn, décoloré dans de 

l'eau une quarantaine de minutes puis photographié sous lampe UV. L'ADN est ensuite 

dépuriné par traitement du gel dans de l'HCI 0.25 N pendant 15 mn, puis dénaturé 2 x 30 mn 

dans une solution dénaturante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 N) et neutralisé 2 x 30 mn dans une 

solution de neutralisation (Tris-HCI 0.5 M pH 7.5, NaCI 3 M). 
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L'ADN est transféré sur membrane Hybond W (Amersham) par la technique classique 

de Southem en tampon SSC 20X pendant 24 h. Le matériel est ensuite fixé sur la membrane de 

nylon par une exposition de 3 mn aux U.V .. 

La membrane est rincée dans du tampon SSC 6X, puis incubée dans du tampon de 

préhybridation SSC 6X- Denhardt's 5X- SDS 0.5% (à raison de 50 JlVcm2 de membrane) au 

moins 1h à 65°C. Après cette première incubation, on remplace le tampon par du tampon 

d'hybridation SSC 6X - Denhardt's 5X - SDS 0.5% - sulfate de dextran 10% (p/v) - ssDNA 

{10 mg/ml) 7.5% (v/v) et on ajoute les sondes marquées au 32p : 

- 400 à 500 000 cpm/blot pour la sonde À EMBL4 

- 20 x 1 o6 cpm/blot pour la sonde étudiée. 

L'hybridation est réalisée par une incubation d'une nuit à 65°C. 

L'excès de sonde est éliminé par plusieurs lavages réalisés comme suit : 

-rinçage dans du SSC 2X; 

-lavage: 2 x 15 mn dans du tampon SSC 2X à 65°C 

ou 2 x 15 mn dans du tampon SSC 2X - 0.1% SDS à 65°C 

ou 1 x 15 mn dans du tampon SSC 0.1X à 65°C 

- rinçage dans du SSC 2X. 

La membrane ainsi lavée est mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps 

variables pouvant aller de 6 h à 8 j. 

IV. GENOTHEQUES EN VECTEUR ÂEMBL4 

A. CONSTRUCTION DES GENOTHEQUES 

Ne connaissant pas la taille du ou des gènes à cloner, nous avons tout d'abord choisi 

une méthode classique en vecteur lambdoïde EMBL4 qui permet de cloner des fragments d'une 

vingtaine de kilobases. La construction de la banque s'effectue en plusieurs étapes dont la 

première consiste en la préparation du vecteur. 



181 

1) Préparation du phage Â EMBL4 

On réalise tout d'abord une ligation des ADN phagiques formant ainsi des concatémères 

qui pourront être facilement séparés du stuffer. La ligation est effectuée sur 300 Jlg d'ADN 

phagique sous un volume de lrnl avec 20 U de T4 DNA ligase (Boehringer) et 100 Jll de 

tampon de ligation lOX. Le mélange est incubé 2 heures à 37°C. 

L'action de la ligase est stoppée par l'addition de 100 Jll de TpB (Boehringer) et par 

l'incubation du tube pendant 7 mn à 68°C. Afin de libérer le stuffer, partie non indispensable à 

la réplication du phage qui sera remplacée par l'insert génomique, nous réalisons une hydrolyse 

par Barn HI (1 000 U) 1 à 2h à 37°C. 

L'enzyme est éliminée par extraction au phénol/chloroforme. 

L'ADN phagique purifié est précipité par 1/1 oe du volume d'acétate de sodium 2 M 

pH 5. 5 et 2 volumes d'alcool absolu et enroulé autour d'une baguette de verre. Il est ensuite 

dissous dans 500 Jll de TE lX et conservé à 4°C. 

Par sécurité, on contrôle la coupure par électrophorèse en minigel d'agarose en tampon 

borate. 

2) Hydrolyse partielle de l'ADN par Sau 3A 

Les fragments d'ADN génomique d'une vingtaine de kb destinés à remplacer le stuffer 

dans le phage recombinant sont obtenus par une hydrolyse partielle de l'ADN génomique. 

Pour cela, il est nécessaire d'utiliser une enzyme qui coupe à haute fréquence, c'est à 

dire une enzyme qui reconnaît 4 bases, dans des conditions permettant des recouvrements de 

séquences. Il ne faut pas 100% de coupure par site. Nous avons choisi Sau 3A (5'GATC3•) 

complémentaire à Barn HI (5'GGATCC3•). 

Une cinétique d'hydrolyse a été réalisée au préalable pour définir avec précision les 

conditions optimales d'hydrolyse. Ces conditions sont obtenues pour une concentration 

enzymatique de 0.04 U par Jlg d'ADN et des temps d'hydrolyse de 5 et 15 mn. 

L'hydrolyse est réalisée sur 2 tubes ; chaque tube contenant : 



75 Jlg d'ADN : 

TpA IOX (Boehringer): 

Sau3A: 

TE IX: 

106,4 Jll 

25 Jll 

3 u 
58,6 Jll 
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L'un est incubé 5 mn à 37°C, l'autre 15 mn à 37°C. Les deux tubes sont mélangés et 

l'ADN hydrolysé est ensuite précipité par 1110e du volume d'acétate de sodium 2 M pH 5.5 et 

2 volumes d'alcool absolu. Le précipité est dissous dans 500 Jll de TE. 

3) Purification des fragments de 20 kilobases d'ADN génomique et des bras du 

phage 

Les fragments d'ADN génomique de 20 kilobases et les bras du phage sont, par la suite, 

séparés par centrifugation en gradient de sucrose 10-40% réalisé dans le tampon : Tris - HCl 

20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM, NaCll M stérilisé par filtration. 

La centrifugation est effectuée pendant 16 h à 24 000 trs/mn dans un rotor SW 28 sur 

une centrifugeuse L8-80 Beckman. 

Le gradient est "démonté" par fraction de 1 ml. Puis on recherche par électrophorèse en 

gel d'agarose 0.5% (tampon borate) les fractions qui contiennent les fragments d'ADN de 

20 kb et les fractions contenant les bras du phage. 

Les fractions intéressantes sont diluées au 1/2 dans du TE puis précipitées par l'alcool 

absolu en milieu acétate de sodium 0.2 Met centrifugées 30 minutes à 10 000 trs/mn. Le culot 

d'ADN phagique et le culot d'ADN génomique sont repris par 20 Jll de TE IX. 

4) Quantification de l'ADN phagique et des fragments d'ADN génomique d'une 

vingtaine de kilobases 

Afin de réaliser la ligation dans un rapport phage-insert adéquat ( 411 ), il est nécessaire 

de doser au préalable les fragments d'ADN et les bras du phage. Cette quantification est 

effectuée par électrophorèse en gel d'agarose 1% par rapport aux fragments dosés d'un phage 

témoin (13i). 
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5) Ligation 

Le rapport quantitatif optimum pour réaliser la ligation est : phage/ ADN = 4/1. 480 ng 

de fragments d'ADN génomique sont donc "ligaturés" à 1920 ng d'ADN phagique par 

incubation à 16°C pendant une nuit avec de la T4 DNA ligase et du tampon de ligation 10X 

(Boehringer). 

6) Packaging 

Cette opération consiste à introduire l'ADN recombinant dans un environnement 

protéique par l'utilisation du kit Packagène (Proméga) permettant ainsi de reformer des 

particules phagiques. Chaque tube de "packaging" est ensuite dilué par 500 J!l de TMG et 

60 J!l de chloroforme. 

7) Infection des bactéries DP50 P2 

La banque de gènes est ensuite amplifiée : 

la souche bactérienne utilisée est E.coli DP50 P2. Cette souche possède un prophage 

P2 ce qui lui confère la propriété de sélectionner spécifiquement les phages recombinants. 

L'infection est réalisée en plusieurs étapes : 

Une colonie DP50 P2 est mise en culture dans 5 ml de LB-DT pendant une nuit. Puis 

une goutte de cette pousse est remise à pousser dans 5 ml de LB-DT pour augmenter le titre 

bactérien pendant 4 h. 

Une série de dilutions successives de cette solution phagique servira à établir le titre de 

la génothèque. Dans des tubes à hémolyse en verre, on réalise le contact de 100 J!l de chaque 

dilution de la solution phagique avec 200 J!l de culture bactérienne en présence de MgS04 

10 mM, 15 mn à 37°C. 

Puis on ajoute 3 ml de Top Agar 0.5%, MgS04 10 mM, DT 1 mM dans chaque tube. 

Le tout est étalé sur des boîtes de Pétri LB-DT qui sont placées à l'étuve, une nuit, à 37°C. 
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Le lendemain, on observe les plages de lyse qui contiennent chacune environ 1 o6 

phages recombinants. Ceux-ci sont alors récupérés en grattant la couche superficielle de Top 

Agar et resuspendus dans 1 à 2 ml de LB en présence de 111 oe du volume de chloroforme qui 

tue les bactéries. 

Ce mélange est centrifugé 10 mn à 7 000 tours/minute. Le surnageant qui constitue 

notre banque est conservé à 4°C avec quelques gouttes de chloroforme. 

Les clones intéressants seront sélectionnés parmi l'ensemble des clones de la banque par 

une ou plusieurs sondes nucléiques, c'est ce que l'on appelle le criblage. 

B. CRIBLAGE DES BANQUES EN VECTEUR ÀEMBL4 

Les phages recombinants ayant déjà été sélectionnés par la souche bactérienne DP50 

P2, on utilisera pour le criblage une souche DP50, facile à faire croître, ne possédant pas le 

prophage P2. Avant l'infection, on effectue plusieurs relances de la souche afin d'obtenir un 

titre bactérien suffisant. 

Le contact entre solution bactérienne et dilution phagique est réalisé comme 

précédemment décrit après avoir au préalable déterminé la dilution phagique permettant 

d'observer 1 000 à 2 000 plages de lyse par boîte. 

L'ADN phagique est ensuite transféré sur une rondelle de nitrocellulose déposée à la 

surface de chaque boîte et laissée en contact 30 secondes. Les rondelles sont alors retirées 

délicatement et traitées comme suit : 

-contact 2 mn avec du tampon de dénaturation phagique (NaOH 0.2 N

NaC11.5 M); 

-contact 4 mn avec du tampon de neutralisation (Tris- HCl 0.5 M pH 7.5-

NaC13 M); 

- cuisson 2 h à 80°C sous vide afin de fixer l'ADN sur la membrane ; 

- incubation au moins 2 h dans du tampon de préhybridation 3X ; 

- incubation au moins 4 h avec la sonde nucléique dans le même tampon; 

-lavages; 

- révélation par autoradiographie. 
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C. PREPARATION DES PHAGES RECOMBINANTS 

Les clones révélés positifs par l'autoradiographie sont prélevés. Et leur titre phagique 

est augmenté en milieu liquide par différentes étapes : 

1) Préministock 

Un clone positif prélevé de la boîte de Petri à la micropipette sous forme d'une carotte 

de milieu est mélangé à 200 Jll de culture bactérienne DPSO, en présence de MgS04 10 mM. 

Après 15 mn de contact à 37°C sans agitation, le mélange est versé dans un flacon 

contenant 5 ml de LB-DT-MgS04 et placé sous agitation à 37°C jusqu'à l'obtention de la lyse. 

Ill ooe du volume de chloroforme est ajouté et laissé en contact 15 mn. Le mélange est 

centrifugé 10 mn à 7 000 tours/mn. Le surnageant est récupéré et constitue notre préministock 

auquel sont ajoutées quelques gouttes de chloroforme. 

2) Ministock 

Dans un flacon de 125 ml sont ajoutés: 

2 ml de LB-DT -MgS04 

50 Jll de préministock 

2 ml de la culture DPSO contenant du MgS04 10 mM. 

Après 15 mn de contact à 37°C, 16 ml de LB-DT-MgS04 sont ajoutés. Le mélange est 

placé à 37°C sous agitation jusqu'à l'obtention de la lyse. 

Puis du chloroforme est ajouté au 11100e et laissé en contact 15 mn. Le surnageant 

obtenu après 10 mn de centrifugation à 7 000 tours/mn est conservé avec quelques gouttes de 

chloroforme et constitue notre ministock de phages. 

Avant de réaliser l'amplification proprement dite et la purification de l'ADN phagique, 

on effectue ce que l'on appelle : "une préparation rapide de l'ADN phagique" afin de vérifier 

la qualité des phages recombinants. 
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3) Préparation rapide de l'ADN phagique 

A 3 ml de ministock sont ajoutés 150 J.d de DNase 1 (1 mg/ml dans NaCl 0.15 M, 

glycérol 50%) et 10 J.Ll de RNase à 10 mg/ml (en tampon Tris- HCl pH 7.5, NaCl 0.015 M). 

Après chaque addition, il est nécessaire d'agiter légèrement. Puis, le tout est incubé à 3 7°C 

pendant 30 mn. 

Au mélange précédent sont ajoutés : 

65 J.Ll de Tris- HCll M pH 8.0 

130 J.Ll d'EDTA 0.5 M pH 8.0 

17 J.Ll de protéinase K (20 mg/ml) 

le tout est incubé 5 mn à 37°C. Puis 330 J.Ll de Sarcosyl à 5% sont ajoutés au mélange qui est 

alors incubé 30 mn à 37°C. 

Une purification de l'ADN phagique est réalisée par extraction au phénoVchloroforme. 

Le surnageant contenant l'ADN phagique est récupéré puis précipité par 111 oe du volume 

d'acétate de sodium 2 M pH 5.5 et 2 volumes d'alcool absolu à -20°C et enfin centrifugé 30 

minutes à 10 000 tours/mn. Le culot est repris par 50 J.Ll à 100 ~1 de TE IX. La solution est 

dialysée 2 heures sur une membrane Millipore de type VS et de porosité 0.025 J.Lm, contre du 

TE lX. 

L'ADN phagique ainsi purifié est hydrolysé par les enzymes : Eco RI, Barn ill et 

Eco RI 1 Barn m. Les fragments sont ensuite séparés par électrophorèse en gel d'agarose 1%. 

A partir de ces gels sont réalisés des Southern blots qui permettent de vérifier la présence de 

l'insert dans le phage recombinant. 

4) Amplification et extraction de l'ADN recombinant 

Elle est réalisée dans les conditions déjà décrites précédemment, sous un volume de 

500 ml à partir du ministock. 

La purification des phages demande les étapes supplémentaires suivantes : 

25 g de NaCl et 50 g de PEG sont ajoutés. Le mélange est laissé une nuit à 4°C pour 

permettre la précipitation des phages. Il est ensuite centrifugé 15 mn à 8 000 trs/mn. 
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Le culot est repris par 8 ml de TMN. Puis 8 ml de chloroforme sont ajoutés au mélange 

qui est centrifugé 10 mn à 5 000 trs/mn. 

Le surnageant (à raison de 9,4 g par tube) est additionné de chlorure de césium (7 g par 

tube) puis est ultracentrifugé 2 heures à 4°C, à 63 000 tours/mn (VTi 80/LS-80 Beckman). 

L'ADN phagique est prélevé à la seringue. Le chlorure de césium est éliminé par des 

dialyses successives : 

-2 fois 30 mn contre du Tris 20 mM, EDTA 10 mM, NaCllOO mM 

- 2 fois 30 mn contre du Tris 20 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM. 

25 Jll de protéinase K à 20 mg/ml sont ajoutés au dialysat ainsi que 63 Jll de SDS 10% 

afin de libérer l'ADN. Après incubation de 2 h à 37°C l'ADN est purifié par extraction au 

phénoVchloroforme, puis précipité par 1110e du volume d'acétate de sodium 2 M pH 5.5 et 2 

volumes d'alcool absolu à -20°C. Il est alors enroulé sur une baguette de verre et rincé à 

l'alcool à 70%. L'ADN est ensuite dissout dans du TE lX, pendant au moins 24 heures et dosé 

au spectrophotomètre. 

L'ADN recombinant ainsi obtenu, purifié en grande quantité peut alors être analysé. 

D. ETABLISSEMENT DES CARTES DE RESTRICTION DES PHAGES 

RECOMBINANTS 

La réalisation des cartes de restriction nécessite un choix d'enzymes : 

- l'enzyme Eco RI qui permet de libérer l'insert ; 

- des enzymes qui coupent dans le bras gauche et/ou dans le bras droit du phage 

permettant ainsi d'orienter l'insert (Bgl II, Kpn 1, Hind III). 

- des enzymes ne coupant pas dans le phage (Barn m, Xba 1, Xho 1). 

Avec ces enzymes nous avons réalisé des hydrolyses simples et doubles afin de localiser 

avec précision les sites de restriction de l'insert. 

Après digestion, les fragments obtenus sont étudiés par électrophorèse en gel d'agarose 

à 1% en tampon phosphate révélés par le BEt. 
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Un Southem blot est ensuite réalisé et exposé à la sonde utilisée précédemment pour le 

criblage. Par comparaison de l'autoradiographie et du gel, on peut ainsi déterminer les 

fragments hybridant avec la sonde ADNe, c'est à dire les fragments possédant un ou plusieurs 

ex ons. 

Ces fragments pourront être sous-clonés en vecteur Bluescript pKS pour l'étude de la 

séquence. 

V. GENOTHEQUE EN VECTEUR COSMIDIQUE pWE 15 

La banque utilisée est une banque d'ADN génomique placentaire humain en vecteur 

cosmidique pWE 15, commercialisée par Stratagene (Ref 95 1202). L'ADN génomique a été 

hydrolysé partiellement par l'enzyme Mbo I de manière à obtenir des fragments de 3 5-41 kb. 

Les inserts clonés dans un site Barn HI peuvent être excisés par l'enzyme Not I. Le titre estimé 

de la banque est de 2.0 x 109 cfu/ml. La bactérie hôte, NM554, a pour génotype : recA1, F-, 

ar~139, A(ara,leu)7696, ALacl7 A, gal, u-, galk-, hsr-, hsmt, strA, mer A(-), mcrB(-). 

A. CRIBLAGE DE LA BANQUE EN VECTEUR COSMIDIQUE 

La génothèque diluée (1/106) est étalée sur des boîtes contenant un milieu LB-Agar 

Ampicilline 50 f..Lg/ml. Les boîtes sont placées durant une nuit à l'étuve à 3 7°C. 

L'ADN cosmidique, tout comme l'ADN phagique, est transféré sur une rondelle de 

nitrocellulose déposée à la surface de chaque boîte. Après un contact de quelques secondes, la 

membrane est retirée et traitée comme suit : 

-30 s de contact sur du papier Whatman 3 M imprégné de NaOH 0.5 M; 

- 30 s de contact sur du papier Whatman 3 M imprégné de tampon Tris-HC11 M 

pH7.6; 

- 30 s de contact sur du papier Whatman 3 M imprégné de tampon NaCl 1.5 M,Tris

HC11 M pH 7.6; 

-élimination du surplus bactérien en frottant la membrane dans du tampon NaCl 1.5M, 

Tris-HCI1 M pH 7.6; 

- fixation de l'ADN sur la nitrocellulose par 2 h de cuisson sous vide à 80°C; 

- préhybridation; 
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- hybridation; 

-lavages; 

- révélation par autoradiographie. 

B. PURIFICATION DE L'ADN DES COSMIDES RECOMBINANTS 

Les clones positifs révélés par l'autoradiographie sont prélevés et mis en culture, soit 

dans 3 ml de LB Ampicilline 50 Jlg/ml, soit dans 500 ml de LB Ampicilline 50 Jlg/ml pour 

obtenir une grande quantité d'ADN cosmidique purifié. 

1) Purification de l'ADN cosmidique à partir de 3 ml de culture 

3 ml de LB Ampicilline 50 Jlg/ml sont ensemencés avec un clone bactérien positif, et 

incubés une nuit à 37°C. 

Le lendemain, la culture est centrifugée 2 mn à 10 000 tours/mn afin d'obtenir un culot 

bactérien. Celui-ci est remis en suspension dans une solution froide de glucose 50 mM, Tris

HCl 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM (GTE) et laissé incubé pendant 5 mn à température 

ambiante. 

200 Jll d'une solution de NaOH 0.2 N, SDS 1% (préparée extemporanément) sont alors 

ajoutés, mélangés délicatement par retournement, puis le mélange est laissé 5 mn dans la glace. 

150 Jll d'une solution froide d'acétate de potassium (pH 4.8) (KAc) sont ajoutés au 

mélange. Le tout est laissé 5 mn dans la glace. 

KAc : Acétate de Potassium 5 M 60 ml 

Acide Acétique glacial 11.5 ml 

H20 qsp 100 ml 

Les débris bactériens sont éliminés par une centrifugation de 1 0 mn à 10 000 tours/mn. 

Le surnageant est récupéré dans un tube eppendorf. 

2 Jll de RNase A (10 mg/ml, préalablement bouillie) sont ajoutés au surnageant; le 

mélange est incubé 20 mn à 3 7°C. 

L'ADN cosmidique est ensuite purifié par une extraction au phénoVchloroforme, puis 

précipité par 1110e du volume d'acétate de sodium 2 M pH 5.5 et 3 volumes d'alcool absolu. 
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Après 30 mn de centrifugation à 10 000 tours/mn, le culot d'ADN est rincé par de l'alcool à 

70%, séché puis repris par 25-50 J.ll de TE lX. 

2) Préparation de l'ADN cosmidique à partir de 500 ml de culture 

Un clone est mis en culture dans 500 ml de LB Ampicilline 50 Jlg/ml pendant une nuit à 

37°C. Le lendemain, la culture est centrifugée 10 mn à 6 000 tours/mn. 

Après élimination du surnageant, le culot est repris par 18 ml de GTE froid et stérile. 

2 ml de lysozyme (10 mg/ml de GTE) sont ajoutés. Le mélange bien homogénéisé est laissé 10 

mn à température ambiante. 

60 ml d'une solution de NaOH 0.2 N, SDS 1% (préparée extemporanément) sont 

ajoutés et mélangés délicatement puis le tout est laissé 10 mn dans la glace; 45 Jll de KAc froid 

sont alors ajoutés au mélange qui est à nouveau placé dans la glace durant 30 mn. 

Le mélange est ensuite centrifugé 10 mn à 10 000 tours/mn. Le surnageant est récupéré 

et filtré stérilement à travers de la laine de verre dans une seringue de 50 ml stérile. 

0.6 volume de propane-2-ol est ajouté; le tout est laissé 30 mn dans la glace puis 

centrifugé 15 mn à 5 000 tours/mn à 4°C. 

Après élimination du surnageant, le culot est repris par 6 ml de TE 1 X, auxquels sont 

ajoutés 111 oe de BEt (111 0 000) et 10 g de CsCI. Les tubes (Quick Seal Beckman) peuvent 

être éventuellement complétés par une solution à 1 g de CsCl pour 1 ml de TE lX afin 

d'atteindre une masse finale de 9.5 à 10 gltube. Une centrifugation à 68 K (rotor VTI 80) est 

effectuée pendant 4 h 30 à 16 oc pour isoler l'ADN cosmidique. 

L'ADN cosmidique ainsi isolé est récupéré à l'aide d'une seringue de 1 ml, puis transféré 

dans un tube Falcon de 50 ml. Le tube est alors complété par du n-butanol saturé en eau (pour 

125 ml de n-butanol ajouter 30 ml d'eau stérile, bien mélanger et laisser déphaser) qui va 

permettre d'éliminer le BEt. Après une agitation douce,la séparation des deux phases est 

obtenue et la phase organique supérieure contenant le BEt est éliminée. Cette opération est 

renouvelée afin d'enlever toute trace de BEt. 

La phase aqueuse contenant l'ADN est transférée dans un tube Falcon de 15 ml. Un 

volume égal de propane-2-ol y est ajouté. Le mélange est laissé au moins 30 mn à -20°C puis 
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est centrifugé à 10 000 tours/mn pendant 30 mn à 4°C. Le surnageant est éliminé et après 

séchage le culot d'ADN est solubilisé dans du TE lX. 

L'ADN cosmidique recombinant ainsi purifié peut alors être cartographié après dosage 

au spectrophotomètre. 

C. ETABLISSEMENT DES CARTES DE RESTRICTION DES COSMIDES 

RECOMBINANTS 

En raison de la taille importante des inserts, la technique classique de cartographie ne 

peut pas être appliquée dans le cas des cosmides. On utilise la caractéristique qu'ont les 

cosmides pWE 15 de posséder deux sites Not 1 qui permettent de libérer l'insert et d'être munis 

des "primers" T3, T7 de part et d'autre de l'insert. 

La technique est la suivante : 

- double hydrolyse : Not 1 totale 1 enzyme "X" totale 

- double hydrolyse : Not 1 totale 1 enzyme "X" partielle 

- électrophorèse des produits de digestion en gel d'agarose. 

- transfert sur membrane 

-hybridation avec les sondes oligonucléotidiques T3, T7. Les sondes T3 

et T7 permettent d'orienter les fragments de digestion partielle par rapport au vecteur de 

clonage. 

La cartographie de l'insert ainsi réalisée, permet de localiser avec precision les 

fragments exoniques correspondants à la sonde ADNe utilisée. Les fragments exoniques sont 

ensuite isolés, sous-clonés en vecteur de séquençage (plasmide Bluescript pKS) et séquencés 

par la technique de Sanger. 

VI. SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE 

A. EXTRACTION ET PURIFICATION DU FRAGMENT A SEQUENCER 

L'établissement de la carte de restriction des inserts génomiques, permet de déterminer 

le système enzymatique libérant le ou les fragments exoniques que l'on veut séquencer. Après 
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hydrolyse, le fragment est isolé par électrophorèse préparative en gel d'agarose dont le 

pourcentage dépend de la taille du fragment à purifier dans un tampon TEA et en présence de 

BEt. 

La purification est effectuée suivant différentes techniques : 

1) Centrifugation sur filtre Spin X (Costar- acétate de cellulose 0.45 Jlm) 

2) Utilisation du protocole: Prep-A-Gene DNA purification matrix (kit BIORAD) 

GeneClean II kit (BIO 101 !ne.) 

3) 

ouverture d'une fenêtre 

+1/10e volume EDTA 0.1 M pH 8.0 
+ 1/5e volume TE 1 X 

5 fois (congélation-décongélation) 
Broyage du gel 

pa<>sage sur filtre 0,45Jlm 

purification par extraction au 
phénol/chloroforme 

précipitation de l'ADN par 1/lOe de 
volume d'acétate de sodium 2M 
pH 5,5 et 2 volumes d'alcool à -20°C 
Centrifugation 30 minutes à 
10 000 tours/min 

Le culot est repris par un petit 
volume de TE (10 à 20 J.!l) 



193 

B. PREPARATION DU VECTEUR PLASMIDIQUE 

Le vecteur plasmidique utilisé pour le clonage des inserts à séquencer est le plasmide 

Bluescript KS (pBS KS). Il a été choisi pour son bon rendement de préparation et sa simplicité 

d'utilisation par rapport au vecteur M13. 

1) Hydrolyse 

Le site de clonage du vecteur pBS est clivé par une ou 2 enzymes de restriction 

choisies pour générer des extrémités compatibles avec celles du fragment à séquencer. Afin 

d'éliminer le ou les enzymes utilisées pour la digestion, une extraction au phénol/chloroforme 

est effectuée, suivie de la précipitation de l'ADN du vecteur. Celui-ci est dosé en gel d'agarose, 

par comparaison au témoin 13i. 

2) Déphosphorylation 

Lorsque le vecteur est hydrolysé par une seule enzyme, le taux de ligation du vecteur 

sur lui-même est important et limite l'obtention de plasmides recombinants. Afin d'obtenir un 

meilleur rendement, une étape de déphosphorylation de l'extrémité 5'P a été quelquefois 

effectuée permettant ainsi d'éviter la ligation du vecteur sur lui-même. 

Le protocole (Boehringer) utilisé est le suivant : 

25 Jlg de plasmide sont hydrolysés par l'enzyme de clonage choisie, dans des conditions 

classiques. L'ADN est purifié par une extraction au phénol/chloroforme, une précipitation et un 

rinçage à l'alcool 70%. Le culot est alors repris par un tampon TE (1 0 mM pH 8.3) sous un 

volume de 90 Jll. 

1110e de tampon lOX {Tris-HCl 0.5 M, EDT A 1 mM pH 8.5) (Boehringer) et 1 unité 

de Phosphatase alkaline sont ajoutés {1 U pour 50 pmoles de 5'P, 2 Jlg d'ADN plasmidique de 

5 kb linéarisé contiennent 1.4 pmoles de 5'P) et incubés 1 h à 37°C. 

L'enzyme est inactivée par l'addition d'une solution (EDTA 5 mM, SDS 0.5%) et un 

passage du mélange réactionnel de 15 mn à 65°C. L'ADN du vecteur ainsi déphosphorylé est 

purifié classiquement par une extraction au phénol/chloroforme puis précipité par 1/1 oe 
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d'acétate de sodium 2 Met 2.5 volumes d'alcool absolu. Après une centrifugation de 30 mn à 

IO 000 tours/mn, le culot d'ADN plasmidique est repris par un petit volume de TE IX puis 

dosé en gel d'agarose par comparaison au témoin I3i. 

C. LIGATION 

Tenant compte des masses moléculaires respectives du vecteur (3 .I kb) et du fragment 

à cloner, de la nécessité de partir d'environ 50 à I 00 ng de vecteur digéré, la ligation est 

réalisée dans un rapport molaire insert/vecteur de 3/I. 

2 méthodes ont été utilisées : 

-le mélange est incubé sous un volume de IO J.d une nuit à I4°C: 

- pKS 

- insert 

- Tp de ligation I OX (Boerhinger) 

- T4 DNA ligase (0.5 U) 

-TE qsp IO Ill 

- le mélange est incubé 2h à température ambiante sous un volume de 20 Ill : 

-pKS 

- insert 

- Tp de ligation I OX (Boerhinger) 

-PEG7.5% 

- T4 DNA ligase (0.5 U) 

-TE IX qsp 20 Ill 

D. TRANSFORMATION DES BACTERIES E.COLI HBlOl 

La veille de la manipulation, un clone de HBIOI est relancé dans 5 ml de LB. Le 

lendemain I 00 Ill de la relance sont remis en culture dans I 0 ml de la LB pendant 3 heures à 

37°C. 

Après quelques minutes dans la glace, cette nouvelle pousse bactérienne est centrifugée 

I 0 mn à I 500 tours/mn, afin d'éliminer le milieu de culture. Les bactéries du culot obtenu sont 

rendues compétentes par un contact d'une trentaine de minutes dans la glace avec un tampon 
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TSS (LB contenant 10% de PEG, 5% de DMSO, un sel de Mg 20 à 50 mM) dans les 

conditions décrites par Chung et al [226]. 

La transformation bactérienne est réalisée dans la glace pendant 3 0 mn, utilisant 100 111 

de bactéries compétentes et 2 J.ll de produit de ligation. 200 J.ll de SOC, un milieu de culture 

riche, sont alors ajoutés. Le mélange est incubé à 37°C pendant 1 h puis est mis sous agitation 

encore 1 h à 37°C. Le milieu de culture est étalé selon les dilutions désirées sur 1 à 3 boîtes de 

LB-agar ampicilline (25 J.lg/ml) et incubé une nuit à 37°C. 

Les clones recombinants sont contrôlés par une hybridation avec une sonde nucléique, 

par amplification par PCR ou par boiling. 

E. HYBRIDATION A UNE SONDE NUCLEIQUE 

Les techniques de prise d'empreinte et d'hybridation sont les mêmes que celles décrites 

pour le criblage de la banque en vecteur AEMBL4. Seuls varient les temps et les tampons de 

dénaturation et de neutralisation du matériel nucléique : 

Dénaturation : 3 mn dans du tampon (NaCl1.5 M- NaOH 0.,5 M) 

Neutralisation : 3 mn dans du tampon (Tris- HCl 0.5 M pH 7.5 - NaCl 3 M). 

F. AMPLIFICATION DES CLONES PAR PCR 

Cette technique d'amplification des inserts plasmidiques (pKS) par PCR à partir des 

primers T3 et T7, est une méthode rapide pour sélectionner les clones recombinants. 

La réaction d'amplification est réalisée directement à partir d'une fraction de colonie 

bactérienne, dans les conditions suivantes : 



Extrait bactérien 

Tp Taq 10X 

dNTP 

PrimerT3 

Primer T7 

H20 stérile 

Taq polymérase (Stratagene) 

Huile minérale 

Tube expérimental 

prélevé par simple contact 

10 J.ll 

300 J.lM 
15 pmoles 

15 pmoles 

qsp 100 J..Ll 

1.5 u 
80 J..Ll 

Tampon Taq 10X : Tris-HCI 0.1 M pH 8.8 

KCI 0.5 M 

MgCl215 mM 

gélatine 0.001%. 

Programmation de l'appareil (Techne PHC-2): 

Température (OC) 

94 

1 cycle 60 

72 

94 

30 cycles 60 

72 

94 

1 cycle 60 

72 

1 cycle 4 

Tube témoin 

10 J..Ll 

300 J.lM 
15 pmoles 

15 pmoles 

qsp 100 ~~ 

1.5U 

80 J..Ll 

Durée (mn) 

5 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

5 

24 heures 
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Chaque amplifiat est ensuite testé par électrophorèse sur gel d'agarose. On peut ainsi 

différencier rapidement en fonction de la taille de l'amplifiat, les clones sauvages des clones 

recombinants. Cette méthode constitue également un gain de temps précieux dans la sélection 

des clones recombinants issus de la technique de délétion-mutation à l'exonucléase m. 

G. BOILING: PREPARATION DE L'ADN DES CLONES RECOMBINANTS 

Les clones recombinants sont mis en culture 1 nuit à 3 7°C dans 5 ml de milieu LB 

Ampicilline (25 J.lg/ml). 

Le lendemain, 1.4 ml de la culture est centrifugé 5 mn à 10 000 tours/mn. Le 

surnageant est éliminé par aspiration à la trompe à vide. Le culot est repris par 300 J.ll de 

tampon boiling (Sucrose 0.8%, Triton 0.5%, EDTA 50 mM pH 8.0, Tris 10 mM pH 8.0) et 

50 111 de lysozyme (solution à 10 mg/ml dans du tampon boiling). 

Le mélange est placé dans un bain-marie bouillant pendant 40 s puis centrifugé 15 mn à 

10 000 tours/mn. Le culot est éliminé avec un "cure-dents". 

Au surnageant est ajouté 1 J.ll de RNase A (1 0 mg/ml) préalablement bouillie, le 

mélange est incubé 20 mn à 37°C. Puis 5 111 de protéinase K sont ajoutés et le mélange est 

incubé 30 mn à 37°C. 

Les protéines sont éliminées par au moins deux extractions au phénol/chloroforme (v/v) 

suivies de 15 mn de centrifugation et une extraction CHCl3. L'ADN contenu dans la phase 

supérieure est précipité par l'addition de 1110e de volume en acétate de sodium 2 M pH 5.5 et 

de 2 volumes d'éthanol absolu. Après 30 mn de centrifugation à 10 000 tours/mn, le culot est 

rincé à l'éthanol 70 % (v/v) et à nouveau centrifugé 15 mn à 10 000 tours/mn. Le culot est 

séché puis repris par 25 111 de TE IX; 1 J.ll est prélevé et hydrolysé par un couple d'enzymes 

permettant de sortir l'insert. L'électrophorèse en gel d'agarose permet de vérifier la présence, la 

taille et la pureté de l'insert. Le plasmide recombinant ainsi purifié, peut alors être séquencé. 

H. METHODE DE DELETION-MUTATION A L'EXONUCLEASE rn 

La limite de résolution de la technique de séquençage est de l'ordre de 300 à 400 bases 

dans un sens. Les fragments dont la taille est supérieure à 600 ou 800 b, ne peuvent donc pas 



198 

être séquencés directement. On a alors recours à une technique de délétion à l'exonucléase rn 
qui permet de diminuer la taille de l'insert par délétions unidirectionnelles (Figure 59). 

Une cinétique d'hydrolyse par l'exonucléase III du clone plasmide recombinant permet 

d'obtenir des fragments plus petits dont la taille est vérifiée par électrophorèse en gel d'agarose. 

Les fragments de tailles intéressantes seront religués pour être séquencés. La compilation des 

diverses séquences permet de reconstituer la séquence entière de l'insert, même pour des 

fragments supérieurs à 5 kb. Le protocole décrit par Henikoff [227] en 1984 est constitué des 

étapes suivantes : 

5 à 10 J.Lg (en fonction du nombre de prélèvements) d'ADN recombinant (insert cloné 

dans un vecteur pKS) sont hydrolysés successivement par 2 enzymes de restriction, entre 

l'insert et le site d'hybridation du primer. Les deux enzymes utilisées ne doivent pas créer de 

sites de coupure dans l'insert à séquencer. 

La première hydrolyse libère une extrémité 3' sortant, du côté du primer. La deuxième 

hydrolyse libère une extrémité 5' sortant, sensible à l'exonucléase III du côté de l'insert. 

Après chaque hydrolyse l'ADN est purifié par un mélange phénol/chloroforme, puis 

précipité. 

Le culot d'ADN est repris par du tampon Exo III lX 2.5 J!l par "tube temps"+ 5 J!l et 

préincubé 5 mn à 37 °C. 

Tampon Exo ill lOX: Tris-HCI 0.66 M pH 8.0 

MgCl2 66 mM 

Avant la cinétique d'hydrolyse, 7.5 J!l du mélange [tampon Sl + 2.5 U de nucléase Sl] 

qui permettra de stopper la réaction sont déposés dans chaque "tube temps" (t0 à t5 ... ). 

Tampon Sl: NaCl 

Acétate de Sodium pH 4. 6 

Glycérol 

ZnS04 

500mM 

2mM 

10% 

2mM 

Juste avant d'ajouter l'exonucléase III, 2.5 J!l du mélange [ADN + Tp Exo III] sont 

prélevés et ajoutés au tube t0. 

------- , ____ ---~- --~' -- _,, __ _ 



1=1 min 

Sac 1 
\ 

M13, pUC 
8.quence primer 

1 
Aeatrie1ion Enzyme 
Double Digestion (Sac 1/Xba 1) 

---. s· 
3. 

l bonuol"'e Ill 

!:3 min 

Nuclease Sl 
Klenow 
T4 DNA Llgase 

5 min 

~ 

Figure 59 : Principe de la technique de délétion à l'exonucléase Ill. 
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La cinétique d'hydrolyse est réalisée par 150 U d'exonucléase ill. Toutes les 30 s, 2.5~1 

du mélange sont prélevés et ajoutés respectivement aux tubes t1, t2, t3 ... tx. 

Tous les tubes sont incubés 30 mn à 30°C pour favoriser la digestion de l'ADN 

monobrin par la nucléase Sl. Celle-ci est ensuite inhibée par l'ajout de 1 ~1 d'une solution "stop 

S1" (Tris 0.8 M pH 8.0, EDTA 20 mM, MgCl2 80 mM) et une incubation de 10 mn à 70°C. 

Chaque tube est ensuite refroidi dans la glace. 

2 J...Ll sont alors prélevés de chaque "tube temps" afin de vérifier par électrophorèse en 

gel d'agarose la longueur de la délétion obtenue. 

Pour compléter les extrémités 5' et 3', 1 ~1 du mélange [MgCl2 0.2 M, Tris 10 mM 

pH 7.6, 0.5 U de Klenow] est ajouté. Une préincubation de 5 mn à 37°C est effectuée avant 

d'additionner à ce mélange 250 pmoles de chacun des 4 nucléotides (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP). 

Après 15 mn à température ambiante, l'ADN est recircularisé par une incubation de 2 h 

à température ambiante en présence de 40 ~1 du mélange de ligation : tampon de ligation 1 OX 

(Boehringer) + PEG 7.5% + 0.2 U de T4 DNA ligase. 

La transformation des bactéries HB 101 est réalisée comme décrite précédemment à 

partir de chaque "tube temps". 

1. SEQUENCAGE 

L'ADN des plasmides recombinants purifié par la technique du boiling est alors prêt à 

être séquencé. La technique employée est celle de Sanger [228]. 

Une étape préalable de dénaturation de l'ADN du plasmide est nécessaire avant 

d'hybrider l'ADN alors monobrin à une amorce oligonucléotidique (T3, T7 ou primer -40). Puis 

quatre réactions de polymérisation en parallèle sont réalisées par l'ADN polymérase I (Kit 

Sequenase Version 2.0, U.S. Biochemical Corporation). Dans chacune d'elles sont ajoutés les 

déoxynucléotides dont un marqué au 35s et un didéoxynucléotide différent dans chaque 

réaction qui arrête au hasard la polymérisation. Les fragments de tailles différentes sont séparés 

par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (6%) en tampon urée. Une autoradiographie est 

alors réalisée, permettant une lecture directe de la séquence. La méthode de séparation 

électrophorétique est principalement responsable de la limite de séquençage d'un fragment. 
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LEXIQUE DES FORMULES 

TE lOX: Tris-HCl 1 M pH 8.0 10 ml 
EDTA0.5M 2ml 
H20 qsp 100 ml 
pH7.0 

STE lOX: NaCI3 M 166.6 ml 
Tris-HCl 1 M pH 8.0 50 ml 
EDTA 0.5 M pH 8.0 10 ml 
H20 qsp 500 ml 

SSC 20X: NaCI 175 g 
Citrate trisodique 88.2 g 
H20 qsp 11 
pH7.0 

SSPE 20X: Na Cl 174 g 
NaH2P04, H20 27.6g 
EDTA 7.4 g 
H20 qsp 11 
pH 7.4 par NaOH 10 N 

EauDEPC: DEPC 1ml 
H20 qsp 11 

Tampon phosphate lOOX : Na2HP04 96.56 g 
Na2H2P04 44.16 g 
H20 qsp 1 1 
pH6.8 

Tampon borate lOX : Acide borique 55 g 
(TBE) Tris 108 g 

EDTA 9.3 g 
H20 qsp 11 
pH8.3 
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Tampon TEA lOX : Tris 148.4 g 
Acide acétique 11.42 ml 
EDTA0.5M 20ml 
H20 qsp 11 
pH8.0 

Tampon préhybridation 3X : formamide désionisée 50 ml 
EDTA0.5M 0.3 ml 
Denhardt's 50X 2ml 
Hépès 500 mM 10 ml 
SSC 20X 15 ml 
ssDNA 2.5 ml (25 mg) 
H20 qsp 100 ml 

Tampon préhybridation Tampon préhybridation 3X 
3X - dextran : Sulfate de dextran 50% (w/v) 22.5 ml 

H20 qsp 100 ml 

Denhardt's SOX: Ficol1400 1g 
Polyvinylpyrrolidone 1 g 
SAB 1 g 
H20 qsp 100 ml 

Tampon de ligation lOX: Tris-HCI pH 7.6 20mM 
MgC12 10mM 
Dithioerythritol 10mM 
ATP 0.6mM 

TMN 0.5 M: Tris-HCI pH 7.5 20mM 
NaCI 0.5M 
MgS04 10mM 

TMG: TrisM pH 7.5 5ml 
MgS0410mM 1ml 
NaCI100 mM 10 ml 
gélatine 0.01% 10 mg 

LB: Bactotryptone 10 g 
Y east extract 5g 
NaCl 5g 
H20 qsp 1 1 
pH7.2 



LB-Agar: 

Top-Agarose : 

2xTy: 

SOC medium BRL 

Tampon GT: 

MOPS lOX (photosensible): 

LB contenant I5 g d'Agar pour Il 
ajusté pH 7.2 avec NaOH 3 M 

Agar ose 
LB 

Bactotryptone 
Y east extract 
NaCl 
H20 
pH7.5 

Bactotryptone (w/v) 
Y east extract(w/v) 
NaCl 
KCl 
MgCl2 
MgS04 
Glucose 

Isothiocyanate de guanidinium 
Citrate trisodique 
Sarcosyl 
H20 stérile 
DEPC 

MOPS 
Acétate de sodium 3 M 
EDTA 0.5 M pH 8.0 
EauDEPC 
pH 7.0 ajusté par NaOH 3M 
(~12.8 ml) 
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800mg 
IOO ml 

16 g 
IO g 
5g 

qsp Il 

2% 
0.5% 

IOmM 
25mM 
IOmM 
IOmM 
20mM 

23.6 g 
73.5 mg 
250mg 

qsp 50 ml 
50 Jll 

16 g 
6.72 ml 

8ml 
400 ml 
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