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ANNEXE I : ABREVIATIONS UTILISEES

AMPc
ADN
ADNCc
AMV
ARN
ARNm
ASGP
BEt
BSM
CK
ddNTP
DEPC
DNase
dNTP
DO
DTT
EDTA
EGF
FIM
G3PDH
GDNF
IPTG
kb

LB
MMLV
NDP
NGF
pb
PCR
PSM
qsp
RNase
SAB

AMP cyclique

Acide Déoxyribonucléique

ADN complémentaire a 'ARNm
Avian Myeloblastosis Virus

Acide Ribonucléique

ARN messager

Ascites Sialomucin Glycoproteins
Bromure d'éthidium

Bovin Submaxillary Mucin

Cystine knot

didéoxynucléotide triphosphate
Diéthylpyrocarbonate
Déoxyribonucléase
Déoxynucléotide triphosphate
Densité optique

Dithiothreitol

acide éthyléne diamine tétraacétique
Epidermal growth factor

Frog tegumentary mucin
Glycéraldéhyde-3 phosphate déshydrogénase
Glial derived neurotrophic growth factor
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside
kilobase (10° bases)

milieu Luria Bertani
Moloney-murine leukemia virus
Norrie disease protein

Nerve Growth factor

paire de base

Polymerase Chain Reaction

Porcin submaxillary mucin

quantité suffisante pour
Ribonucléase

Sérumalbumine bovine
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SDS
SSC
ssDNA
SSPE
STE
TBE
TE
TEA -
TGF
Tm
TR
uv
VNTR
vWF
X-Gal

Annexes

Sodium Dodécyl Sulfate

Standard Sodium Citrate

Salmon Sperm DNA

Standard Sodium Phosphate EDTA
Sodium Tris EDTA

Tris Borate EDTA

Tris EDTA

Tris EDTA Acetate

Transforming growth factor
température de fusion

Tandem Repeat

Ultraviolet

Variable Number of Tandem Repeat
facteur von Willebrand
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-galactoside
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ANNEXE II : SYMBOLES UTILISES POUR LES BASES

NUCLEIQUES
Les symboles utilisés
pour les bases Signification
A Adénine
C Cytosine
G Guanine
T Thymidine
U Uracile (dans I'ARN)
Y CouT() pYrimidine
R AouG puRine
M AouC aMino
K GouT(U) Keto
S GouC Strong interaction (3 ponts hydrogénes)
W  AouT(U) Weak interaction (2 ponts hydrogeénes)
H AouCouT () pas G; H suit le G dans 'alphabet
B GouT@)ouC pas A; B suit le A dans l'alphabet
V GouCouA ni T, ni U; V suit le U dans l'alphabet
D GouT@)ouA pas C; D suit le C dans l'alphabet
N GACouT() aNy
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ANNEXE III : SYMBOLES UTILISES POUR LES ACIDES

AMINES

Les acides aminés

et leurs symboles Codons
A Ala Alanine GCA GCC GCG GCu
C Cys Cystéine UGC UGU
D Asp Acide aspartique GAC GAU
E Glu Acide glutamique =~ GAA GAG
F Phe Phénylalanine uuC UUU
G Gly Glycine GGA GGC GGG GGU
H  His Histidine CAC CAU
I Ile Isoleucine AUA AUC AUU
K Lys Lysine AAA AAG
L Leu Leucine UUA UUG CUA CUC CuG cCuUu
M  Met Méthionine AUG
N Asn Asparagine AAC AAU
P Pro Proline CCA CCC CCG ccu
Q Gin Glutamine CAA CAG
R Arg Arginine AGA AGG CGA CGC CGG CGU
S Ser Sérine AGC AGU UCA UCC UCG UCU
T Thr Thréonine ACA ACC ACG ACU
vV Val Valine GUA GUC GUG GUU
W Trp Tryptophane UGG
Y Ty Tyrosine UAC UAU
B Asx Acide aspartique ou Asparagine
Z Glx Acide glutamique ou Glutamine
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AVANT-PROPOS

Les fonctions du mucus ont fait 'objet de nombreuses investigations. Le
mucus joue, selon I’espéce, I’organe et le moment ou il est produit, des roles parfois
contradictoires ; par exemple, si il est indispensable a la survie de la flore intestinale, il
est aussi 'un des éléments majeurs responsables de [’épuration de [’épithélium
bronchique et donc de I’élimination des bactéries. Une interrogation se pose alors : a

quoi peut étre attribuée cette différence de fonction ?

La mucine est le constituant majoritaire du mucus. Cette macromolécule est
étudiée depuis plusieurs décennies par les biochimistes. Ceux-ci ont focalisé leur
attention plus particuliérement sur la fraction O-glycosylée trés caractéristique de cette
molécule. Depuis les premiers travaux de la fin de la derniére décennie qui ont permis
de caractériser le premier géne « MUC », de nombreuses €quipes se sont tournées vers
les techniques de I’ADN recombinant pour étudier la mucine. Ainsi, depuis ces cing
derniéres années, la littérature scientifique abonde en articles illustrant le clonage de
nouveaux génes ou de transcrits de génes MUCs. C’est pourquoi I’introduction de ce
mémoire commence par un descriptif des mucines. Le catalogue ne cesse de s’allonger
avec la découverte de nouveaux génes. Ce travail tente de faire ressortir, a partir des
données structurales déduites du séquencage des différents geénes, des caractéristiques
communes et donc des fonctions biologiques identiques mais aussi des différences
structurales aboutissant probablement a des fonctions plus spécifiques de chacune

d'elles.

Des neuf genes identifiés codant des apomucines humaines, quatre (MUCE,
MUC2, MUC5AC et MUCS5B) ont été localisés sur le méme chromosome, sur un
fragment d’environ 400 kb dans la région télomérique du bras court du chromosome
11. Un transcrit de MUC?2 a été publié par I'équipe de San Francisco alors que notre
équipe a Lille étudie les génes MUCSAC et MUC5B. Les résultats des études

structurales de ces génes et les travaux présenté€s dans cette theése, mettent en exergue
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une construction identique pour MUC5AC, MUC2, et MUCSB et conservée dans
I’évolution, définissant ainsi une premiére sous-famille des genes de mucines. Cette
sous-famille comprend toutes les mucines présentant les caractéristiques suivantes : en
plus de motifs répétés en tandem caractéristiques de toutes les mucines mais différents
d'une mucine a lautre, elles possedent un motif d’une centaine d’acides aminés
comprenant 10 résidus de cystéine. Cette sous-famille appartient a la superfamille des
protéines ayant des modules protéiques du facteur de von Willebrand, et plus loin dans
I’évolution, des molécules de I’hémolymphe comme les vitellogénines. Ces mucines
sont donc des protéines mosaiques. Enfin, nous avons pu souligner que les membres de
cette superfamille possédent a leur extrémité C-terminale un module appelé noeud
cystine, ou encore CK (pour "cystine knot"). La présence de ce module permet
d’élargir la mégafamille des protéines & CK, qui comprend déja des protéines
circulantes, des facteurs de croissance et/ou de différenciation et des facteurs

morphogenes.
Toutes ces données récentes ainsi que nos travaux sur MUCSB entrouvrent

de nouveaux champs d’études des fonctions des mucines qui pourront étre explorés

dans les prochaines années grace aux technologies des protéines recombinantes.
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INTRODUCTION

I LE MUCUS

1.1 Définition

Le mucus est un terme générique désignant les sécrétions physiologiques
visqueuses et viscoélastiques, qui recouvrent les épithéliums des vertébrés (poissons,

mammiféres) et invertébrés (coelomates, mollusques).

Chez les mammiféres, le terme de mucus est restreint a la sécrétion qui
recouvre et protége les épithéliums des tractus respiratoire, gastro-intestinal et
urogénitaux ainsi que les muqueuses, sous-muqueuses et sécrétions des glandes
exocrines. Ce mucus constitue ['interface entre 'environnement extérieur et
I’épithélium. Les fonctions dévolues au mucus ne sont pas uniquement des fonctions de
protection et/ou lubrification. En effet, le mucus a d'autres fonctions biologiques
comme par exemple dans la locomotion des gastéropodes. Il joue aussi le rble de
barriere imperméable protégeant ainsi les organismes des changements soudains de la
pression osmotique. Chez le ver par exemple, le mucus le pourvoit d’une paroi semi-
perméable permettant le passage d’oxygene et de dioxyde de carbone. L’anguille a une
peau recouverte d’un gel de mucus; si ce gel est 6té et si 'anguille est placée dans de
I’eau distillée alors I’anguille gagne du poids. Au contraire, si I’anguille est placée dans
un milieu salin hypertonique alors elle perd du poids. Le mucus est donc un systeme
ancien de protection de I’organisme et ses réles biologiques se sont diversifiés au cours
de I’évolution. Cette adaptation évolutive doit donc étre le fruit des variations des

compositions biochimiques des différents mucus.
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1.2 Constitution

Le mucus, chez les vertébreés, est une sécrétion physiologique qui forme un
tapis continu d’épaisseur variable a la surface des épithéliums constituant ainsi une
barriecre de protection efficace entre I’environnement et la muqueuse. Ce film
protecteur est formé de deux phases: une phase aqueuse au contact des cellules, de
faible viscosité, proche de celle de 'eau et une phase superficielle, ou phase gel, se

caractérisant par une viscosité et une élasticité élevées.

Le mucus est tres hétérogene, il est constitué¢ d’eau (95%), d’électrolytes
(Na", K', Ca®, Mg® ..) et de composés organiques, majoritairement des
glycoprotéines de haute taille moléculaire. Dans le cas de la muqueuse bronchique par
exemple, une proportion significative de lipides (lipides neutres glycolipides, et
phospholipides), d’IgA sécrétoires, d’IgG, d’albumine, de lactotransferrine, de
lysozyme, de protéases et d’antiprotéases (antileucoprotéases, o.1—antitrypsine, élafine)

mais aussi d’ADN, dans certains cas pathologiques, a €té trouvée.

1.3 Fonctions du mucus

Des fonctions différentes peuvent étre attribuées au mucus selon I’organe

dans lequel il est produit.

I.3.1 Mucus du tractus respiratoire

Dans le tractus respiratoire, le mucus joue un réle vital dans 1’épuration
mucociliaire: ’épithélium respiratoire, qui tapisse I’ensemble des voies aériennes
supérieures depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles terminales, est recouvert
d’un tapis muqueux. Le mucus forme un tapis continu (d’une épaisseur de 0,5 um a 2
um) a la surface de 1’épithélium respiratoire, constituant dinsi une barriére de

protection efficace entre I’environnement et la muqueuse des voies aériennes (Figure
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1A). Ce mucus représente donc la premiere défense de la muqueuse respiratoire, qui
est en permanence exposée a de multiples agents agresseurs (gaz et particules toxiques,
bactéries, virus et allergénes) inhalés au cours de la respiration. Dans des conditions
non-pathologiques, la fine couche de mucus qui recouvre les cellules épithéliales ciliées
piége les particules exogenes; la vibration des cils fait remonter ce tapis muqueux

jusqu’aux pharynx ou il est dégluti.

Des modifications du mucus ont été décelées par exemple au cours de la
bronchite ou I’on observe une augmentation significative du volume de mucus. Cette
augmentation est associée a une multiplication des cellules sécrétant le mucus, les

cellules caliciformes, et une diminution des cellules cili€es.

1.3.2. Le mucus du tractus gastro-intestinal

L’épaisseur et la composition de la couche de mucus qui tapisse 1’épithélium
du tractus gastro-intestinal contribuent a la défense de I’épithélium contre I’adhésion et
la pénétration des toxines, et a la protection contre I’invasion bactérienne et les
dommages biochimiques. Parallélement a ce role de protection, le gel muqueux régule
le mouvement des molécules vers les cellules absorbantes. Le mucus forme un réseau
polymérisé dont le support est constitué de glycoprotéines associées a des lipides, par
des liaisons faibles non covalentes ou par des liaisons stables et covalentes avec la
partie protéique. La composition qualitative en lipides du mucus gastrique est identique
chez diverses espéces, que ce soit chez ’'Homme, le rat, le chien, et elle est semblable a
celle trouvée dans les sécrétions trachéobronchiques. Au sein de ce réseau s’immiscent
des débris cellulaires, des nucléotides, des micro-organismes et des macromolécules.
Allen et Carroll ont décrit deux formes physiques distinctes: un mucus insoluble
formant une couche mince, stable, adhérente a la muqueuse gastroduodénale, et un
mucus soluble visqueux, non adhérent & la surface de I’épithélium. Ce mucus “soluble”

limiterait I’érosion due aux forces mécaniques de la digestion (Allen ez al., 1985).
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10 um

Figure 1 : Vues en microscopie €lectronique a balayage (A) du tapis muqueux
présent a la partie apicale des cils de I’épithélium respiratoire
(Gaillard et al., 1992) et (B) de bactéries engluées dans une boule de
mucus a la surface d’une crypte intestinale (Boureau et al., 1995)
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Bien que le mucus soit produit par 'hdte pour protéger la surface de
I’épithélium gastro-intestinal, il peut aussi favoriser la colonisation par des micro-
organismes commensaux ou pathogénes en fonctionnant comme source de nutriments
et comme matrice dans laquelle ils peuvent proliférer (Figure 1B). La microflore
abondante dans I’intestin des mammifeéres, particulierement au niveau du colon, semble
étre principalement concentrée dans la couche de mucus. II peut y avoir accumulation
dans le gel lorsque la vitesse a laquelle les organismes se multiplient dépasse la vitesse
a laquelle ils sont expulsés via le turnover et I’érosion de la couche de mucus. Ce
mucus peut favoriser ainsi la prolifération de nombreuses especes de bactéries, y
compris certaines bactéries de souches virulentes comme Yersinia enterocolitica et

Shigella flexneri (Mantle, 1994).

Des changements dans I’organisation du gel sont généralement considérés
comme associés a I'ulcére duodénal. De méme, il a été suggéré que la diminution de la
couche de mucus dans I’antre et le fundus gastrique soit & I’origine des ulcéres de ces
deux régions. Normalement, I’organisation en réseau du mucus est dégradée par la bile
et la pepsine. Un juste équilibre entre sécrétion de mucus et altération de ce mucus est

nécessaire pour que se maintienne I’intégrité de I’ épithélium sous-jacent.

Les maladies inflammatoires cryptogénétiques de I’intestin sont des affections
inflammatoires chroniques de cause inconnue touchant avec prédilection les
adolescents et adultes jeunes. Elles comprennent deux entités: la rectocolite
hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn (MC). Une déficience des mécanismes de
protection de la muqueuse semble étre associ€e a ces pathologies. Par exemple, des
études in vitro ont mis en évidence dans la RCH une érosion permanente de la barriere

du mucus.
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1.3.3. Le mucus du tractus génital

Dans ’appareil urogénital féminin, le mucus joue un role primordial dans la
reproduction. Les fonctions du mucus dans le tractus génital dépendent de ses
propriétés physico-chimiques, lesquelles refletent la complexité de la nature
biochimique de ce mucus. Il est principalement sécrété au niveau du col utérin
(endocol), mais ’endométre, les trompes de Fallope, et les glandes de Bartholin
participent également & la production de ce mucus. Les variations endocriniennes
observées au cours du cycle menstruel semblent déterminer les changements des
propriétés du mucus cervical. Les études ultrastructurales de ce mucus permettent de
corréler ses propriétés physiques aux variations d’orientation de I’hydrogel. Filance,
quantité, et viscosité sont autant de variations des propriétés du mucus cervical au
cours du cycle menstruel. Durant la phase folliculaire, on observe une augmentation
progressive du volume d’un mucus de plus en plus fluide. Ce volume de mucus atteint
son maximum lors de ’ovulation. Durant la phase lutéale, la quantité et la fluidité du
mucus diminuent. La cristallisation rend parfaitement compte de toutes ces variations
temporelles dévolues aux oestrogénes et progestageénes. En effet le phénoméne dit de
«cristallisation en feuille de fougére» (période péri-ovulatoire) permet de visualiser
indiscutablement ces variations de propriétés du mucus. Il est donc plus que probable
que des altérations de ce mucus puissent contribuer a certaines formes de stérilité chez

la femme.

Les fonctions du mucus cervical sont nombreuses et peuvent étre trés
différentes d’une espéce a une autre. Chez la jument ou la truie, I’éjaculation a lieu
dans I'utérus méme; les fonctions du mucus sont donc plus restreintes a la protection et
a la lubrification (Gibbons, 1978) alors que dans la plupart des espéces animales, le
mucus facilite ou au contraire, selon la phase du cycle, stoppe le passage des
spermatozoides; il protége les spermatozoides de I’environnement vaginal hostile et de
la phagocytose ; il filtre les spermatozoides arrétant les spermatozoides anormaux ou
peu motiles ; il peut aussi servir éventuellement de réservoir de sperme chez certaines

especes.
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IT LES MUCINES

I1.1. Etude biochimigue des mucines

I1.1.1 Définition

Les mucines sont le constituant majoritaire du mucus et lui conférent ses
propriétés rhéologiques. Les mucines, d’une fagon générale, peuvent se définir comme
de grandes molécules dont la masse atteint plusieurs millions de daltons. Ce sont des
O-glycoprotéines dont les chalnes glycanniques représentent plus de 50 % du poids
sec. Les chalnes oligossacharidiques sont liées aux nombreux résidus de Ser et Thr de
'apomucine  via des  N-acétylgalactosamines (GalNAc). Ces  chaines
oligosaccharidiques sont composées de galactose (Gal), de glucose (Glc), de N-

acétylglucosamine (GlcNAc), de GalNAc et d’acide sialique (NeuAc).

I1.1.2 Les différentes mucines

I1.1.2.1 Le type mucine

Des O-glycoprotéines de type mucine ont €té trouvées associées a des cellules
humaines non-épithéliales, comme par exemple la glycophorine, glycoprotéine intégrée
dans la membrane des hématies ou encore la leucosialine (parfois appelée sialophorine
ou encore CD34) qui s’exprime a la surface des cellules B, T, des macrophages, des
plaquettes et des granulocytes. Ces mucines, parfois appelées “mucin-like”, jouent le
r6le de ligand pour les sélectines (Shimizu ef al., 1993 ; pour revue voir Van Klinken ez

al., 1995).
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En 1995, Noia ef al. ont décrit une famille de génes codant des « mucin-like »
exprimées a la surface du protozoaire 7rypanosoma cruzi. Les peptides déduits des
ADNc clonés ont des caractéristiques communes qui ne sont pas sans rappeler les
caractéristiques des mucines. Les peptides signaux des différentes apomucines sont trés
homologues les uns aux autres ainsi que les parties N- et C-terminales; I’apomucine est
essentiellement constituée d’un motif, riche en Thr (motif trouvé dans la souche
CA1/72 : TTTTTTTTKPP) dont certains sont potentiellement O-glycosylables; ce
motif, non conservé d’une souche a l'autre, est répété en tandem dans la région
centrale de ’apomucine; les motifs répétés en aval de la région centrale sont moins
parfaits; et enfin, le nombre de motifs parfaits est variable selon les parasites d’une
méme souche; ce motif est donc de type VNTR (Noia ef al., 1995). Une famille de
geénes similaires comprenant au moins 10 membres a été décrite chez Leishmania
major (Murray et al., 1991) avec la particularité cependant que le peptide déduit d’un
des transcrits étudiés (PSA-2) code en son extrémité 3’ une région riche en résidus

Cys.

Parce que la fonction de ces mucines ne correspond pas a la définition donnée
plus haut quant a leur role, nous nous focaliserons désormais uniquement sur les

mucines exprimées a la surface des épithéliums.

11.1.2.2 Les mucines humaines

Les mucines sécrétées sont synthétisées par des cellules glandulaires de la
sous-muqueuse et des cellules épithéliales spécialisées, appelées cellules sécrétrices au
niveau des épithéliums bronchiques, des cellules caliciformes dans I’épithélium colique
ou cellules a pdle fermé au niveau de I’estomac. Elles sont sécrétées sous forme de
granules, qui, libérés dans la lumiere, forment au contact de I’eau un gel viscoélastique
a la surface de D’épithélium. Ces cellules sont polarisées et présentent des

caractéristiques communes en rapport avec la production massive de mucus : réticulum
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endoplasmique et appareil de Golgi développés et granules de sécrétion accumulés vers

le pole apical (Figure 2).

Bien que la mucine membranaire MUCI differe grandement des mucines
sécrétées, dans sa structure et probablement dans son rdle, elle présente cependant des
caractéristiques communes a celles des mucines sécrétées. Cette mucine est appelée
elle aussi “mucin-like” car elle est membranaire. Elle a de plus été retrouvée sous une

forme soluble (Verma, 1994 ; Hilkens et al., 1995).

I1.1.3 Composition des mucines

11.1.3.1 Purification des mucines

L’isolement des mucines est couramment basé sur leurs grandes tailles et
leurs densités. Classiquement, des chromatographies par gel filtration sur Sepharose
CL-2B et des ultracentrifugations en chlorure de césium sont employées pour isoler
ces grandes molécules trés glycosylées et donc tres denses (Strous ef al., 1992 ; Gum,
1992). La purification peut alors se poursuivre selon 2 stratégies différentes : les
glycoprotéines sont traitées soit dans des conditions non-dénaturantes pour préserver
les ponts disulfures entre les polypeptides et ainsi déterminer la composition; soit en
milieu réducteur avant de purifier la composante monomérique. De plus, comme les
parties C- et N-terminales non-glycosylées des mucines sont extrémement sensibles a la
protéolyse, la purification de ces molécules se fait généralement en présence
d’inhibiteurs de protéases. Si ces précautions ne sont pas prises, les mucines purifiées
sont tronquées des extrémités nues (Dekker ef al., 1989). Pour la plupart des mucines,
il semble que la purification par centrifugation isopycnique par gradient de densité
(chlorure de césium/chlorure de guanidium) semble la méthode la plus appropriée pour
isoler une mucine trés pure. Le désavantage de cette technique est que la mucine
purifiée a perdu sa capacité de former un gel avec les mémes propriétés rhéologiques

que la mucine originelle (Snary ef al., 1974).
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B : cellule basale; LB : lame basale; S: cellule
sécrétrice ; 1: cellule intermédiaire; C: cellule
ciliée.

Figure 2 : (A) Vue en microscopie électronique a transmission de I’épithélium
respiratoire et (B) schéma de I’architecture respiratoire (Gaillard et
al., 1992)
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Un autre point important est le choix du matériel biologique de départ. En
effet, les mucines peuvent étre endommageées par les protéases ou les forces de
cisaillement ou encore par les produits sécrétés par les cellules épithéliales dans le
mucus. De plus, la purification d’une mucine a partir de mucus peut étre contaminée
par des glycoprotéines, du mucus, originaires d’autres organes. Par exemple, le mucus
bronchique provenant d’expectorations peut étre « contaminé » par du mucus salivaire
ou encore, le méme mucus salivaire « contamine» physiologiquement le mucus
gastrique. Des molécules pures et totalement intactes peuvent uniquement étre isolées
et purifiées a partir des mucines intracellulaires stockées. Les techniques développées
pour isoler ainsi les mucines ont abouti & des compositions en aa trés différentes de

celles des mucines isolées a partir de mucus (Fahim ef al., 1987).

I1.1.3.2 La composante saccharidique

La composante saccharidique des mucines représente généralement 80% du
poids sec de la molécule (Gum, 1992). Les chaines O-glycosidiques des mucines sont
liées sur les groupements hydroxyls des résidus Ser et Thr par les liaisons de type a-O-
glycosidique via des résidus de GalNAc. Ces chaines oligosaccharidiques maintiennent
la mucine sous une forme linéaire (Rose ef al., 1984). Outre la GalNAc, du fucose
(Fuc), du Gal, du GlcNAc et des acides sialiques ont été trouvés dans les mucines ainsi
que parfois des groupements sulfates et de faibles quantités de mannose. A noter que

les mucines ne contiennent pas d’acides uroniques.

La grande diversité des chaines O-glycosidiques, constituées de ces 5 résidus
monosaccharidiques, engendrée par la variation dans leur composition, dans leur
longueur, par les différents types de branchement et par leur acidité a constitué un
obstacle majeur a leur détermination. Par exemple, 88 chaines différentes ont été
isolées dans les mucines respiratoires d’un méme individu. L’étude de MUC1 a montré
que I'apomucine est exprimée par différents tissus. La forme mature de MUCI,

glycosylée, a une M, dans les glandes mammaires de 250 000 & 500 000 alors que dans
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le pancréas elle a une M, de plus de 1 000 000 et une M, de 600 000 & 800 000 dans les
carcinomes du colon (Gendler ef al., 1995). 1l est donc vraisemblable qu’une méme
apomucine est glycosylée de fagon différente selon P'individu, I'organe et 1’état

physiologique.

Les chaines O-glycosidiques sont constituées de 3 régions (pour revue, voir
Roussel ef al., 1996) faisant intervenir des séries de réaction de glycosylation. Le
“noyau” est formé par les premiéres réactions de glycosylation, puis est formé le
“squelette” et enfin la “périphérie” (Figure 3). La synthese des chaines O-glycosidiques
est initiée par I’action sur ’apomucine d’enzymes trés spécifiques, les UDP-GalNAc-
polypeptide-o-N-acétylgalactosaminyltransférases. Ces enzymes sont probablement
localisées dans le cis-Golgi. Ce résidu de GalNAc ainsi que les monosaccharides
directement attachés a ce résidu, constituent le “noyau” des chaines O-glycosidiques
des mucines. Ce premier résidu de GalNAc peut étre substitué sur le groupement
hydroxyle du carbone C3 via une liaison 1-3 par un résidu de Gal ou de GalNAc
donnant naissance respectivement aux noyaux 1 et 3. L’addition de GlcNAc en $1-6
sur ces 2 noyaux donne naissance aux 2 nouveaux noyaux 2 et 4. D’autres noyaux ont
été décrits dans le méconium. Différents types de noyaux, résultant de I’action de
nombreuses glycosyltransférases, peuvent étre trouvés dans les mucines sécrétées d’un

méme individu.

Ensuite, la formation du squelette résulte de I’action de différentes
glycosyltransférases qui catalysent le transfert en alternance de résidus Gal ou GlcNAc.
Ainsi, le squelette est constitué¢ par des disaccharides Gal(B1-3)GIcNAc ou Gal(B1-
4)GIcNAc. Ces disaccharides peuvent étre liés sur tous les types de noyaux ou encore

étre branchés sur un résidu interne de Gal du squelette via une liaison 31-3 et/ou B1-6.

La périphérie des chaines O-glycosidiques des mucines est caractérisée par la
présence de Fuc, Gal, GalNAc, d’acide sialique, le plus souvent en liaison a. Des
résidus de sulfate peuvent aussi €tre additionnés. Tout ces résidus sont branchés par

I’action de différentes glycosyltransférases.
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GaN, N-acétylgalactosamine; G, galactose; F, fucose; s,
sulfate;

Gn, N-acétylglucosamine; SA, acide sialique

Figure 3 : Représentation schématique des chaines glycosylées des mucines
(Lamblin et al., 1993)
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I1.1.3.3 La composante peptidique

L’axe peptidique représente, selon I’espéce animale et selon I’origine du
mucus étudié, de 14 a 37 % du poids sec de la molécule (Murty et al., 1978, Hill et al.,
1977, Roussel er al., 1975, Snyder ef al., 1982). Les résidus Ser, Thr et Pro
représentent 20 a 50 % de la composition totale en aa (Van Klinken ef al., 1995). La
teneur en cystéine a fait 'objet de nombreuses controverses. Aujourd’hui, il semble
bien que ces résidus soient présents en quantité significative dans la plupart des
mucines et qu’ils jouent un réle primordial dans I’organisation tridimensionnelle du gel

par ’établissement de ponts disulfures intra et intermoléculaires.

I1.1.3.3 La composante lipidique

A cbté des domaines hydrophiles glycosylables des apomucines sont présentes
des régions plus hydrophobes et capables d’établir des liaisons avec des lipides.
Différentes classes de ces lipides ont pu étre identifiées: lipides neutres (mono-, di- et
triglycérides, cholestérol et esters de cholestérol), glycolipides et phospholipides. Les
acides gras majoritairement trouvés sont 'acide palmitique, stéarique et oléique
(Woodward ef al., 1982). 1l a été proposé que ces acides gras liés de fagon covalente

protégent la mucine de la dégradation protéolytique (Slomiany ez al., 1983).

I1.1.4 Organisation moléculaire
I1.1.4.1 Les modéles structuraux

Une caractéristique essentielle des mucines sécrétées est leur structure
oligomérique. La réduction des ponts disulfures provoque une diminution de la
viscosité du mucus ; I’intégrité de ces ponts disulfures est indispensable a la fonction de
ces mucines. Certains auteurs ont suggéré que la réduction pourrait de plus activer des
enzymes protéolytiques étroitement associées aux mucines. Elles coupent [’axe

peptidique en des régions accessibles et donc peu glycosylées provoquant une
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diminution de masse. Deux modéles structuraux ont été proposés pour expliquer ces

caractéristiques des mucines (pour revue voir Pasquier ez al., 1990).

11.1.4.1.1 Le modéle du «moulin a vent»

Allen en étudiant les mucines gastriques de porc a propos¢ un premier modéle
dit « en moulin 4 vent » ou 4 sous-unités de mucines sont unies a une sous unité

centrale de 90 kDa (Allen, 1983).

11.1.4.1.2 Le modele linéaire et les zones nues

Un second modéle, qui s’appuie sur les études en microscopie électronique de
mucines bronchiques et cervicales humaines et de mucines gastriques de porc, a été
proposé par Carlstedt et Sheehan (Sheehan ef al., 1986). Ces mucines apparaissent en
microscopie électronique comme de longs filaments linéaires et flexibles et de longueur

extrémement variable (Thornton ez al., 1991).

La digestion protéolytique des mucines cervicales et bronchiques met en

évidence une alternance de zones hautement glycosylées et résistantes a la protéolyse et

de zones peu glycosylées, nues, et sensibles aux protéases. Ces données biochimiques ont

été confortées par la microscopie €lectronique : des anticorps dirigés contre les régions

nues se fixent réguliérement le long des filaments de mucines (Figure 4 ; Sheehan et al.,

1991). 1l a été proposé que les mucines s’oligomérisent par la formation de ponts

disulfures interchaines dans les extrémités N- et C-terminales des mucines (Carlstedt ez

al., 1984 ; Sheehan er al., 1986 ; Dekker et al., 1991), conformément aux données de la

microscopie électronique (Figure 5). Ce modéle qui rend parfaitement compte des

données récentes de la biologie moléculaire est schématisé par la figure 6.

Les zones nues, plus hydrophobes, pourraient former des liaisons non-

covalentes avec d’autres composants du mucus, dont des cations, des enzymes, et des
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Figure 4 : Vues en microscopie électronique de mucines cervicales humaines
apres réduction (Sheehan et al., 1991).
(A) Incubées avec un antisérum dirigé contre les zones nues
(B) La méme préparation qu’en (A), incubée avec de la protéine
A marquée a I’or coloidal
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Figure S : Mucines bronchiques humaines (A) et (B) et gastriques de porc (C) et
(D) (Sheehan et al., 1986)
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Figure 6 : Modéle de mucine proposé par Carlstedt (pour revue : Gum, 1992)
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protéines (Shankar ef al., 1990). Dans la vésicule biliaire, il est probable que ces régions
sont impliquées dans la liaison avec des lipides biliaires dont le cholestérol (Lee et al.,
1981a). Ces calculs se forment en 3 étapes : forte sécrétion de cholestérol et de mucine,
puis processus de nucléation et enfin agglomération et croissance des cristaux. Il
semblerait que le mécanisme de formation des cristaux biliaires est di a une
hypersécrétion des mucines dans la vésicule biliaire (Lee ef al., 1981b) et la formation
d’un complexe mucine/bilirubine par des interactions non-covalentes (Smith et a/., 1985)
et de type hydrophobe entre des zones peu ou pas glycosylées des mucines (Smith ef al.,

1984).

I1.1.4.2 Le peptide de liaison ou “peptide link”

Depuis le modele de Allen, de nombreux groupes ont tenté de caractériser le
peptide de liaison qui relierait quatre grandes sous-unités de mucine. Il a une taille de
70 kDa dans ’estomac de porc, (Pearson ef al., 1981, Allen et al., 1984). Des peptides
similaires d’un poids moléculaire de 118 kDa ont été décrits dans l’intestin de
différentes espéces animales et chez 'Homme. Ce peptide a un poids moléculaire de
150 kDa dans la salive humaine (Roberton ez al., 1989 ; Slomiany et al., 1992).
Cependant, ce modeéle n’a jamais pu €tre validé par les observations en microscopie
électronique. Les travaux de Roberton ef al. (Roberton ef al., 1989) effectués en
collaboration avec 4 autres laboratoires ont montré en 1989 que cette sous-unité de
118 kDa, purifiée par différentes techniques biochimiques a partir de nombreux
échantillons de différents organes et de différentes espéces, était présente dans les
granules de sécrétion des cellules en gobelets de I’intestin, et dérivait d’une réduction

d’un pont disulfure d’une plus grande sous-unité d’une mucine.

Dans la salive, une sous unité¢ de 150 kDa a été isolée apres réduction des
ponts disulfures a partir de la mucine MG1. Cette sous-unité¢ de 150 kDa contient des
chaines N-glycosidiques tout comme le peptide de 118 kDa (Fahim et al., 1987,
Mantle et al., 1984 ; Kawagishi ef al,, 1990). Compte tenu que I'antisérum dirigé

contre la protéine de liaison de 118 kDa isol€ a partir d’intestin de rat reconnait aussi le
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peptide salivaire de 150 kDa, il a été suggéré que la différence de masse observée entre
ces deux peptides pourrait étre due a une glycosylation différente d’'un méme peptide
ou de peptides trés similaires (Kawagashi ef al., 1990). Ainsi, le peptide de laison
semble étre un peptide libéré par protéolyse d’une mucine et lié par un ou des ponts

disulfures a cette méme mucine.

Le peptide de liaison est plus hydrophobe que la région O-glycosylable de
I’apomucine. Ce peptide de liaison est impliqué, par I'intermédiaire d’un récepteur
localisé dans ses chaines oligomannosidiques, dans [interaction de bactéries
pathogénes Escherichia coli (sérotype O157:H7). Ce récepteur serait en partie caché
par des lipides liés a I’apomucine par des liaisons non-covalentes et serait démasqué,
dans certaines circonstances physiologiques, par la réduction de ponts disulfures ou la

“délipidation” (Sajjan et al., 1990a; Sajjan ef al., 1990b).

I1.2 Les génes de mucines

I1.2.1 Stratégie d’étude et caractéristiques des mucines

Du fait de la structure méme des mucines, la détermination de leurs séquences
peptidiques par la dégradation d’Edman s’est révélée inopérante. Les techniques de
I’ADN recombinant ont permis de pallier les difficultés de I’étude des apomucines. Ces
techniques ont permis d’isoler des clones d’ADNc partiels de mucines. La stratégie
générale mise en oeuvre est toujours identique : les mucines ont été purifiées a partir
du mucus produit par un tissu sain ou tumoral en utilisant ['ultracentrifugation, le
tamisage moléculaire et ’échange ionique. Les mucines sont ensuite déglycosylées
presque totalement par solvolyse en milieu acide fort. L’axe peptidique est alors injecté
a des lapins ou souris afin de produire un immunsérum dirigé contre I’apomucine. Cet
immunsérum, testé par immunohistochimie ou immunotransfert, permet de cribler une
banque d’expression construite a partir de la muqueuse ou de la lignée cellulaire

étudiee. Les clones positifs sont alors séquences et la localisation du gene

41



Introduction

correspondant peut étre entreprise par les techniques d’hybridation de lignées Homme-

rongeurs ou par hybridation fluorescente in situ (technique FISH).

Les séquences déduites montrent que ’axe peptidique des mucines est
constitué de motifs répétés riches en résidus Ser, Thr, Pro et Ala. Ces motifs répétés
varient en longueur et dans leur séquence d’un géne a I’autre, d’une espéce a I'autre
(voir tableau I). La plupart des génes de mucines présentent un polymorphisme de type
VNTR, c’est-a-dire que le nombre de répétitions varie d’un individu a I’autre. De plus,
les génes de mucines sécrétées, analysés par Northern blot, apparaissaient complexes.
Les ARNm préparés a partir de tissus humains avaient la caractéristique quasi unique
de produire un continuum d’ ARN messagers allant de plus de 20 kb a moins de 1 kb et
ceci dans I’ensemble des muqueuses ou ils s’expriment. Cependant, des travaux récents
au laboratoire ont permis d’affiner la méthode de préparation des ARN et de montrer
que le continuum observé en Northern blot est un artefact de préparation aggravé par

des difficultés de transfert (Figure 7 ; Debailleul, 1997).

I1.2.2 Les mucines humaines : les génes, les transcrits et

protéines déduites

I1.2.2.1 MUCI1, mucine membranaire

De nombreux travaux ont été réalisés sur la mucine membranaire MUCI.
Cette mucine a été isolée dans plusieurs laboratoires sous les noms de HMFG, EMA,
PAS-0, DUPAN-2, PUM, Cal, NPGP, NCRCl11, épitectine, MAM-6, antigéne DF3,
SGA, antigéne H23, PEM ou encore épisialine (Gendler ef al., 1995). Cette grande
variété de noms portait évidemment a confusion ; et par convention, les loci de génes
de mucines portent la dénomination de MUC d’apreés I’« Human Genome Mapping »
(HGM) suivi par un numéro indiquant I'ordre de découverte du géne. Ainsi, PEM a

pris la dénomination de MUC]1, le premier gene identifié codant une mucine.
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Géne AA pb Séquence consensus Référence
MUCI 20 60 PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA Gendler et al, 1988
MUC2 23 69 PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT Gumetal , 1989
MUC3 17 51 HSTPSFTSSITTTETTS Gumer al. , 1990
MUC4 16 48 TSSASTGHATPLPVTD Porchet et al., 1991
MUC54C 8 24 TTSTTSAP Guyonnet Dupérat ef al. , 1995
MUC3B 29 87 dégénéré Aubert ef al. , 1991; Dufossé ef al. , 1993
MUC6 169 507 SPFSSTGPMTATSFQTTTTYPTPSHP Toribara et al. , 1992
QTTLPTHVPPFSTSLVTPSTGTYITP
THAQMATSASIHSTPTGTIPPPTTLK
ATGSTHTAPPMTPTTSGTSQAHSSFES
TAKTSTSLHSHTSSTHHPEVTPTSTT
TITPNPTSTGTSTPVAHTTSATSSRL
PTPFTTHSPPTGS
MUC7 23 69 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE Bobek et al ., 1993
MUCS8 13 39 TSCPRPLQEGTRV Shankar et al ., 1994
TableauI: Séquences peptidiques consensus des domaines répétitifs des

mucines humaines

Géne Localisation Référence
Chromosomique
MUCI 1q21-24 Swallow et al. , 1987
MUC2 11pl5.5 Griffiths et al ., 1990
MUCS3 7q22 Foxetal., 1992
MUC4 3q29 Grossetal ., 1992
MUCSAC 11pl5.5 Nguyen et al ., 1990
MUCSB 11p15.5 Nguyen et al ., 1990
MUC6 11pl5.5 Toribara et al ., 1993
MUC7 4q13-q21 Bobek et al ., 1996
MUCS 12q24.3 Shankar et al ., 1995

Tableau IT : Localisation chromosomique des mucines humaines
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Figure 7: Northern blot de trachée humaine (sonde non répétitive de MUC35B)
selon
(A) la technique classique de préparation des ARNm
(B) la technique décrite par Debailleul (Debailleul, 1997)
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Le géne MUC! est le seul géne de mucine pour lequel les séquences de
I’ADNc et génomique ont €té complétement déterminées. Le gene, composé de 7
exons et 6 introns (Figure 8), a été localisé sur le bras long du chromosome 1 humain
dans une région dense en génes en q21-24 (Tableau II). Les ADNc ont €té isolés a
partir de glandes mammaires, de pancréas et d’ovaires. Le géne s’étend sur 4 a 7 kb et
code une protéine comportant des domaines distincts : un peptide signal suivi d’un
motif dégénéré répété en tandem, la partie centrale de I’apomucine déduite est faite de
répétitions d’un motif dont le nombre varie selon les individus de 25 a plus de 125. Ce
motif, de 20 aa, est moins parfait dans la région la plus en aval. Ce domaine est suivi
d’une séquence unique également de type mucine (riche en Ser, Thr, Pro) de 227 aa,
puis d’une séquence hydrophobe transmembranaire de 31 aa et d’une queue
cytoplasmique de 69 aa. Il semblerait que 2 motifs, I'un situé a la jonction du domaine
transmembranaire et du domaine cytoplasmique et I'autre dans le domaine
extracellulaire non répétitif, soient impliqués dans I’adressage a la surface de la cellule
(Pemberton ef al., 1996). Il a de plus été suggéré que la queue cytoplasmique interagit
avec des protéines de structure du cytosquelette (Parry ef al., 1990). Deux variants,
proposés comme ’'un codant la forme membranaire et 1’autre la forme soluble de
MUCI, seraient engendrés par épissage alternatif du site accepteur de I’exon 2
(Ligtenberg et al., 1990, Wreschner ef al., 1990). Un variant serait alors amputé de 27
pb de la partie 5” de ’exon 2. Un autre variant a €t€ décrit : I’ARNm serait colinéaire
au géne au dela de la partie répétitive; aucun €pissage n’aurait lieu engendrant juste en
aval de la région répétitive un peptide déduit de 160 aa, sans séquence peptidique
transmembranaire, et une longue partie 3’ non traduite (Wreschner ef al., 1990).
Cependant ces variants n’ont jamais €té observés par d’autres équipes. Il est en fait
probable que la forme soluble de MUCI1 ne soit pas engendrée par épissage alternatif
mais uniquement par I’action d’une protéase. En effet, il a été observé que la mucine
tout d’abord transmembranaire est recyclée dans le compartiment #rans du Golgi ou
MUC] serait sialylé et clivé donnant ainsi naissance a la forme sécrétée de MUCI1

(Litvinov et al., 1993).

Enfin, un ADNc de 1,2 kb de MUC], sans région répétitive, a été décrit par
Zrihan-Licht et al. (Zrihan-Licht et al., 1994) dans des cancers primitifs du sein. Ce

variant a pris la dénomination de MUC1/Y.
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25a>125TR
60bp (20aa) Repeats

500 pb
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Sig : séquence signal

TM : région codant le domatne transmembranaire
Cyt : region codant le domame cytoplasmique
UT : région non-tradutte (untranslated region)

Figure 8: Organisation génomique de MUC] et organisation peptidique
déduite

46



Introduction

I1.2.2.2 Les mucines d’origine intestinale MUC2 et MUC3

11.2.2.2.1 Le géne MUC2

Les travaux de J. Gum et Y. Kim a San Francisco ont permis d’identifier trois
clones d’ADNCc partiels dénommeés SMUC 40, 41 et 42 de respectivement 502, 836 et
229 pb. Ces trois clones ont €été isolés a partir d’une banque d’ADNc de jéjunum
humain grace a un immunsérum dirigé contre I’axe peptidique des mucines purifiées de
la lignée tumorale colique LS174T (Gum et al., 1989). Ces trois clones possedent le
méme arrangement répétitif d’un domaine élémentaire de 69 nucléotides, soit 23 aa

(Tableau I).

Par criblage, a 'aide d’un oligonucléotide synthétis€¢ d’aprés les séquences
des clones SMUC, d’une banque d’ ADNc construite a partir d’ADNc de trachée d’un
patient atteint de mucoviscidose, Gérard et al. ont isolé un nouvel ADNc nommé
AMN-22 (Gerard et al., 1990). Cet ADNc code une région trés similaire a la partie
répétitive codée par les clones SMUC. En 1991, I’équipe de C. Basbaum isole un autre
ADNc, HAM-1, a partir d’'une banque de trachée humaine criblée par I'immunsérum
utilisé par I’équipe de Y. Gum (Jany ef al., 1991). Tous ces ADNc sont des transcrits
partiels du géne MUC2, localisé sur le bras court du chromosome 11 en pl5.5

(Tableau II ; Griffith ef al., 1990).

En 1991, I’équipe de J. Gum & San Francisco a isolé un clone génomique de
11 kb appelé GMUC (Toribara et al., 1991). Ce clone établit une relation physique
entre la partie répétitive du géne MUC2 (42 a 43 motifs répétés sans interruption) et
un nouveau domaine en amont codant une protéine riche en Ser, Thr et Pro. Les
auteurs suggerent que ce domaine est constitué d’un motif répété mais tres irrégulier
de 16 aa. Ce domaine est par ailleurs encadré de part et d’autre par deux séquences
peptidiques tres similaires et contenant des résidus Cys. Ce motif d'environ 110 aa sera
appelé ensuite "motif Cys". Les études de polymorphisme (Toribara et al., 1991) ont

montré que le géne MUC2 présente un polymorphisme de type VNTR, et ce,
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uniquement pour le domaine composé du motif répété en tandem de 23 aa. Les

individus étudiés possédent entre 51 et 115 répétitions de ce motif.

Des expériences de “RACE-PCR” (voir chapitre stratégie) ont permis a la
méme équipe de déterminer ensuite les séquences des régions transcrites en amont et
en aval des parties répétitives de MUC2 (Gum et al., 1992, Gum et al., 1994). Une
séquence de 15720 pb d’un transcrit “virtuel” de ce gene (numéro d’accession 1.21998
dans la GenBank), codant une apomucine de 5177 aa, a permis pour la premiere fois
de schématiser sur des bases moléculaires une mucine sécrétée humaine (Figure 9). Le
gene MUC?2 est constitué de trois parties. La partie centrale est faite d'une énorme
région purement répétitive de 2 a 3000 acides aminés précédée d'un domaine répétitif
plus petit mais irrégulier. La partie C-terminale est divisée elle aussi en deux parties: un
petit domaine de type mucine de 139 acides aminés suivi d'un long domaine de 845
acides aminés riche en résidus Cys et possédant des sites potentiels de N-glycosylation.
Le domaine N-terminal est Iui aussi trés complexe, riche en résidus Cys et présente,
comme le domaine C-terminal, des homologies avec certains domaines du pro-facteur

de von Willebrand.

11.2.2.2.2 Le géne MUC3

Une banque d’ADNCc intestinal construite en vecteur d’expression Agtll a été
criblée par des anticorps dirigés contre de la mucine intestinale humaine déglycosylée.
Des quatre clones isolés, deux (SIB 124 et 139) codent un motif de 17 aa riche en Ser
et Thr, motif répété en tandem (Gum et al., 1990). Ces deux clones définissent le géne
MUC3, localisé sur le chromosome 7 en q22 (Fox et al, 1992) ce qui permet
d’affirmer que ces ADNc n’appartiennent pas aux genes MUC/ ou MUC?2 (Tableaux I
et IT).

Un clone génomique codant sur 1000 pb une vingtaine de répétitions en
tandem caractéristiques de MUC3 a été isolé et étudié. La partie répétitive est suivie en
aval d’une séquence codant 617 aa, dont les 500 premiers sont de type «muciney»
puisque le peptide correspondant est riche en résidus Ser et Thr (50%) et pauvre en

résidus Cys (moins de 1%). Cette séquence est suivie d’une séquence
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Figure 9 : Schéma de la mucine sécrétée MUC2 (Toribara ef al., 1991)
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codante un peptide d’une centaine d’aa riche en résidus Cys (10%) ; le nombre de ces
résidus ainsi que l’espacement entre eux sont caractéristiques du motif EGF-like

retrouvé dans de nombreuses autres protéines (Kim ez al., 1994).

Une étude sur 40 familles montre que la partie répétitive de MUC3 est de
type VNTR mais les auteurs n’excluent pas Pexistence d’un autre géne (ou
pseudogene ?) qui aurait une zone qui serait reconnue par la partie répétitive de MUC3

(Hill ez al., 1996).

I1.2.2.3 Les mucines d’origine trachéobronchique MUC4, MUCSAC
et MUCSB

En 1990, 20 clones positifs ont été isolés dans notre laboratoire d’une banque
d’ADNCc de trachée humaine, construite en vecteur d’expression Agtll et criblée par
un immunsérum de lapin dirigé contre de la mucine bronchique déglycosylée

chimiquement (Crépin et al., 1990).

11.2.2.3.1 Le géne MUCH4

Le clone JER64, d’une longueur de 1,8 kb a été entierement séquencé. Il est
constitu¢ uniquement de la répétition (au moins 39 fois) presque parfaite d’un motif de
48 pb codant une apomucine partielle riche en Thr et Ser. La sonde JER64, utilisée sur
des Southerns de cellules hybrides Homme-rongeur a tout d’abord permis de localiser
le géne correspondant, MUC4, sur le chromosome 3 (Porchet et al., 1991). La

localisation de MUCH4 a ensuite été précisée en q29 (Gross et al., 1992).

11.2.2.3.2 Le géne MUCSB

Des 20 clones obtenus précédemment, JER47, JERS57 et JER58 ont été
localisés en 11p15 (Tableau II ; Nguyen ef al., 1990). Les clones JER28 et JERS57 ont

permis d’isoler d’une banque de trachée humaine construite en vecteur Agtl0 les 2
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nouveaux clones JUL7 et JUL10. Ces 4 clones contiennent une répétition de 87 pb
dont la dégénérescence, due a des insertions et des délétions nucléotidiques, engendre
au niveau peptidique une alternance de zones hydrophobes et hydrophiles (Dufossé et

al., 1993).

11.2.2.33 Le géne MUCS54C

Des 20 clones 1solés de la banque d’expression, les 2 clones JER47 et JERSS
sont issus du géne MUCS5AC (Guyonnet Dupérat et al., 1995). Par ailleurs, Lesuffleur
et al. ont isolé d’une banque préparée a partir de cellules muco-sécrétantes (cellules
HT29-MTX, dérivées d’un cancer colique et traitées au méthotrexate) le clone
d’ADNc 131 de 3310 pb et correspondant & 'extrémité C-terminale de MUCSAC
(Lesufflleur ef al., 1995). Un clone trés similaire en séquence, NP3a, avait été décrit
auparavant par I’équipe de Rose (Meerzaman et al.,, 1994). Il semble qu’un certain
nombre d’erreurs de séquences avaient €té commises par cette équipe. L’équipe de

Strous a, quant a elle, 1solé le clone d’ADNc HGM-1 de 2551 pb (Klomp ef al., 1995).

Ces séquences d’ADNc, probablement issues du méme géne MUCSAC
localisé en 11pl15.5, ne sont pas encore toutes reliées entre elles physiquement. Le
peptide déduit peut se décomposer en 3 domaines (Figure 10) :

- une région centrale constituée de I’alternance de régions répétées en
tandem, riches en résidus Ser et Thr, et de motifs Cys d’environ 110 aa et identiques
aux 2 motifs Cys retrouvés dans MUC2

- une région C-terminale dont un ADNc a été séquencé
complétement ; cet ADNc code un motif Cys (~110 aa) suivi de domaines du vWF trés
semblables a ceux retrouvés dans I’extrémité C-terminale de MUC2

- une région amino-terminale qui reste incompléte vers le c6té 5° du
gene. Le peptide déduit de I’ADNc (HGM-1) est similaire a la partie 3> du domaine D3
du vWF, domaine retrouvé aussi en amont de la région répétitive de MUC2. Le
peptide contient dans sa région 3’ trois motifs Cys identiques au motif retrouvé dans la
région C-terminale de MUCSAC, trouvé 2 fois dans MUC?2 et au moins 3 fois dans la
région centrale de MUCSAC (Guyonnet Dupérat ef al., 1995).

51



Introduction

A
D3CCC C D4 Ct
=NRN NI e
L31
B

T

HGM-1 JER58  JER47

NP3A

i . zone répétitive
C : motif Cystéme (110 aa)
D4 : domaines retrouvés dans le VWF

Figure 10 : Organisation peptidique de MUCSAC déduite de I’agencement
hypothétique des sous-clones d’ADNc de MUC5AC
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I1.2.2.4 L.a mucine d’origine gastrique MUC6

A partir d’une banque commerciale d’ADNc gastrique préparée en vecteur
d’expression Agtl1, un clone a €té isolé par immunocriblage (Toribara ez al., 1993). Sa
séquence révele un motif de 507 pb répété en tandem codant un motif peptidique
répété de 169 aa (Tableau II). Il s’agit du plus grand motif décrit pour une apomucine.
La méthode d’hybridation fluorescente in sifu a montré que le gene codant cette

apomucine est, comme MUC2, MUC5AC et MUCSB, localisé en 11p15.4-11p15.5.

Trés récemment, Toribara ef al. ont publié I’organisation génomique de la
région 3’ de MUC6 (Toribara et al., 1997). Ils ont isolé un clone génomique contenant
dans sa partie 5° des répétitions caractéristiques de MUC6 et une séquence unique dans
sa partie 3°. Par la méthode de «3’RACE-PCR», sur de ’ARN total d’estomac et en
utilisant un oligonucléotide synthétisé & partir de la région répétitive de MUC6, un
ADNc de 1735 pb a ¢té clone. Le clone génomique est constitué de 3 exons; le
premier étant le plus long et contenant la région répétitive dans sa partie 5° et une
région de 805 pb dans sa partie 3’ ne présentant pas de motif répété. Le peptide déduit
C-terminal (en aval de la région répétitive) de MUC6 peut se décomposer en 2
domaines : un premier domaine de 270 aa entierement codé par I’exon 1, riche en Ser-
Thr-Pro (61,5%) et sans cystéine. Le second domaine (91 aa), codé par les 2 exons
suivants, est pauvre en Ser-Thr-Pro (21,7%) mais contient 11 résidus Cys (12%) aux

positions conservées par rapport aux C-terminaux de MUC2 et MUCS5AC.

I1.2.2.5 Les mucines salivaires et le géne MUC7

La cavité orale est la porte d’entrée du systéme digestif et constitue donc le
premier segment du tube digestif. Parce que les mucines salivaires peuvent étre
facilement récoltées, et dans des conditions non forcément pathologiques, la bouche est
un modele privilégié d’étude du mucus et des mucines (pour revues, voir Tabak, 1995;
Amerongen et al., 1995; Levine et al., 1987). Les roles dévolus au mucus salivaire

sont nombreux (voir tableau III).
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Tableau I (Levine et al., 1987)
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Fonctions proposées pour la salive

1 Nettoyage physique et mécanique de la cavité orale
2 Lubrification et barriére perméable
a) recouvre les tissus mous et concentre les molécules protectrices
b) forme un fin film de rétention et amortit les chocs
¢) intervient dans la formation de 1'émail dentaire
3 Modulation de la flore orale
a) clearance sélective et adhésion de la flore microbienne
b) action anti-microbienne
c) utilisation comme substrat
4 Action anti-acide et neutralisation d'éléments nuisibles
a) pouvoir tampon
b) formation d'un complexe avec le tanin

5 Régulation de l'équilibre calcium/phosphate
a) intracellulaire : maturation des granules de sécrétion
b) extracellulaire : minéralisation
6 Digestion
a) acuité du gofit
b) neutralisation du contenu oesophagien
¢) dilution du contenu gastrique
d) formation du bol alimentaire

7 Processus extracellulaire de maturation des molécules salivaires

Tableau IV (Loomis ef al., 1987)

Composition en aa des mucines salivaires

Nombre / 1000 résidus
Composés MG1 MG2

Asp 66 48
Thr 163 207
Ser 100 160
Glu 86 69
Pro 92 232
Gly 83 14
Ala 78 142
Cys 23 1
Val 61 31
Met 10 1
Iso 26 15
Leu 71 28
Tyr 23 1
Phe 28 9
Lys 28 14
His 21 9
Arg 34 7
Trp 7 12
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Tableau V (Loomis ef al ., 1987)

Comparaison des compositions chimiques

et des caractéristiques des mucines salivaires

MG1 MG2
Protéine 14,9% 30,4%
O-glycanne 78,1% 68,0%
Sulfate 7,0% 1,6%
Acides gras 0,06% Negligeabie
Taille (kDa) >1000 200-250
Sous-unités Out Non
Résidus/chaine
saccharidique 4-16 résidus  2-7 résidus
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Deux catégories de mucines ont été caractérisées: une mucine de haut poids
moléculaire, appelée MG1, et une mucine de faible poids moléculaire, appelée MG2
(Tabak et al., 1982, Prakobphol ef al., 1982; Loomis et al., 1987, Eversole, 1972).
Ces 2 mucines sont structurellement et fonctionnellement distinctes (Al-Hashimi ez a/.,
1989 ; voir tableaux IV et V). En effet, MG2 est trouvée sous forme de monoméres
alors que MG1 est trouvée sous forme de polyméres reli€s par des ponts disulfures

dans les parties amino et carboxy-terminales (voir Figure 11A).

11.2.2.5.1 La mucine MG2 est codée par le géne MUC7

En 1982, Prakobphol er al. (Prakobphol ef al., 1982) ont purifié et caractérisé
MG?2, une O-glycoprotéine de type mucine, faiblement acide et de faible poids
moléculaire. Ces auteurs ont montré que MG2 est une entité monomérique non
associée de fagon covalente a d’autres molécules et ayant une M, d’environ 225 000.
L’axe peptidique représente 30% du poids sec de la mucine, I’apomucine étant
principalement composée de résidus Thr, Ser, Pro et Gly (75%). La composante
glycannique est constituée en majorité de N-acétylgalactosamine, N-acétylglucosamine,
galactose, fucose, acide sialique et acide N-acétylneuraminique. Des traces de mannose
ont également été décelées. Des études préliminaires suggéraient que MG2 pouvait
étre, dans la cavité orale, une molécule d’adhésion privilégiée pour des souches de
streptocoques (Levine ef al., 1978). Ces travaux ont été confirmés depuis par d’autres
laboratoires (Tabak, 1995) et attribuent & MG2 un rdle essentiellement dans la

modulation de la clearance bactérienne dans la cavité orale.

Des clones d’ADNc ont été isolés par immunocriblage d’une banque
d’expression de glande sous-maxillaire humaine a 'aide d’un immunsérum de lapin
dirigé contre I’axe peptidique de MG2 (Reddy ef al., 1992, Bobek et al., 1993). Le
transcrit du géne correspondant (MUC7), d’une taille de 2,7 kb, a pu étre entierement

séquencé grace a 2 clones chevauchants et un clone obtenu par la technique de
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5 ou 6 motifs répétés (23 aa)

E : Exon

UT : région non-traduite

Figure 11 : Représentations schématiques (A) des mucines salivaires MG1 et
MG?2 (Amerongen et al., 1995), (B) de I’organisation génomique de
MUC?7 et (C) de la protéine déduite MG2.
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“RACE-PCR” qui a permis de cloner '’ADNc 5° de MUC7 (Bobek ef al., 1996). Le
géne MUC7, localisé sur le chromosome 7 en q13-q21, s’étend sur environ 10 kb. Il
comprend 2 introns d’environ 1,7 et 6 kb et 3 exons de respectivement 100 pb, 68 pb
et environ 2,2 kb. Le premier exon ainsi qu’une partie du second correspondent a la
partie 5° non traduite (Figure 11B et C). L’exon 2 et le début de I’exon suivant code
un peptide signal de 20 aa. L’apomucine MUC7 (377 aa) est caractérisée par la
répétition en tandem (5 ou 6) d’un motif de 23 aa. Cette région répétitive est encadrée
par 2 séquences uniques de type mucine (riches en Ser et Thr). La partie 3’ non
traduite s’étend, sans compter la queue polyA, sur 1,1 kb. Les études de
polymorphisme montrent que la majorité des alleles contiennent 6 répétitions en
tandem et une minorité d’individus ont un allele de 6 répétitions et ’autre de 5; ce géne
n’est donc pas vraiment de type VNTR. Le territoire d’éxpression de MUC?7 semble
réduit aux glandes salivaires et a la trachée (Bobek er al., 1993 ; Biesbrock ez al., 1997

et Buisine, communication personnelle).

11.2.2.5.2 La protéine MG1 et le clone d’ ADNc pSM2-1

Des études comparables a celles effectuées sur MG2 ont permis de montrer
que la seconde mucine exprimée dans la cavite¢ orale, MG1, a une structure plus
complexe (Loomis ef al., 1987). MG1 est une molécule de haut poids moléculaire qui
se trouve dans la salive sous forme d’homopolymeres. MG1 est associée de fagon non-
covalente & des IgA sécrétoires. Son axe peptidique est composé essentiellement de
résidus Ser, Thr et Pro (voir tableau IV), et contient, au regard de MG2, un
pourcentage non négligeable de résidus Cys dont certains seraient impliqués dans les
ponts disulfures formant le polymeére. De plus, MG1 posséde des régions nues et
accessibles. Ces régions apparaissent hydrophobes, plus riches en aa chargés
négativement et en aa aromatiques. La réduction des polymeéres de MG1 accroit le
nombre de ces sites hydrophobes. MG1 posséde probablement aussi des régions
globulaires. Les chaines O-glycosidiques sont constituées de 4 a 16 résidus comprenant
des résidus de N-acétylgalactosamine, de N-acétylglucosamine, de galactose, et d’acide

sialique.
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MG pourrait jouer le role de lubrifiant, pourrait participer activement a la
formation de I’émail dentaire (Al-Hashimi ef al., 1989, Kawagishi ef al., 1990) et a la

protection de I’épithélium et de 1’émail contre les caries (voir tableau III).

En décembre 1995, Troxler et al. publient la séquence d’'un ADNc partiel
(pSM2-1) obtenu par immunocriblage d’'une banque d’ADNc de glande salivaire a
’aide d’un immunsérum dirigé contre la partie peptidique déglycosylée de MG1. Ce
clone d’ADNc de 588 pb code une protéine riche en aa acides (Asp et Glu), basiques
(Lys et Arg), contenant de nombreux résidus Cys (Troxler er al., 1995). Cette
séquence semble trés similaire aux séquences des parties carboxy-terminales des
mucines codées par les génes localisés en 11p15. Bien que déja en 1963 S. Kent avait
émis 1’hypothése, a partir de ses études par anticorps fluorescents, qu’une mucine était
exprimée a la fois au niveau des glandes salivaires, des glandes trachéales de la sous-
muqueuse, de la vésicule biliaire, des conduits pancréatiques, des glandes de Bartholin
et des glandes cervicales (Kent, 1963) Troxler ef al n’ont pas étudié I’expression de
leur ADNc par Northern blot sur les tissus correspondants. Ils ont, par contre, montré
que pSM2-1 n’était pas exprimé au niveau de lintestin, du foie, de I’estomac, du rein

et du coeur (Troxler ef al., 1995).

I1.2.2.6 Le géne MUCS8

Un immunsérum dirigé contre de la mucine trachéobronchique humaine
déglycosylée chimiquement a permis a Shankar ef al. d’isoler en 1994 un clone
d’ADNCc appelé pAMI1 (Shankar ef al., 1994) a partir d’une banque d’expression
construite en vecteur Uni-ZAP. Ce clone code un peptide de 313 aa, peptide composé
d’une répétition (22 fois) en tandem d’un motif dégénéré de 13 aa suivi d’une séquence
de 16 aa (Tableau I). Le motif répété est riche en Ser, Thr et Pro et comprend un
résidu Cys par répétition. Par hybridation in situ, le géne correspondant et proposé
pour MUCS, a été localisé sur le chromosome 12 en q24.3 (Tableau II ; Shankar ef al.,
1995).
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Par la méthode de 3’RACE-PCR, la méme équipe a isolé un clone d’ADNc
correspondant a la partie C-terminale de MUCS (Shankar ef al,, 1997). Ce clone
contient, en aval du motif répété dégénéré de 41 pb, une région non traduite de 458 pb

et une queue poly(A)".

I1.2.3 Expression des génes de mucines humaines

L’étude de I’expression des mucines humaines en situation normale et
pathologique est étudiée par hybridation in sifu, Northern et Dot blots et en
immunohistochimie depuis plusieurs années et confirme I’intérét que peuvent avoir ces

génes comme marqueurs de diagnostic et/ou de pronostic.

11.2.3.1 En situation normale

1l a été montré une spécificité tissulaire de I’expression des génes de mucines,
mais aussi une spécificité cellulaire. Par exemple, MUC4 s’exprime indifféremment
dans les cellules caliciformes et les glandes mucipares de la plupart des muqueuses
alors que, au contraire, MUCS5B a une expression tissulaire limitée aux glandes sous-
maxillaires et aux bronches, a la vésicule biliaire, au pancréas et une expression

cellulaire limitée aux glandes. L.’ensemble des résultats est résumé par le tableau VI.

Puisque le mucus, et donc les mucines, recouvrent les muqueuses des tractus
respiratoire, digestif et urogénitaux, il n’est pas surprenant que la production de mucus
et de mucines soit perturbée quantitativement et qualitativement lors de pathologies
affectant ces organes. Par exemple, les maladies bronchiques de [adulte
s’accompagnent de modifications du mucus. Au cours de la bronchite, le poids sec des
sécrétions augmente ainsi que le volume de la phase gel (Reid ef al., 1982). Les
sulfomucines puis les mucines neutres augmentent aux dépens des sialomucines
(Lamblin ef al., 1977a). Au cours de la mucoviscidose, on observe une augmentation

des sialo et sulfomucines (Lamblin et al., 1977b).
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SONDES
MUQUEUSES HUMAINES MUC2 MUC 3 MUC 4 MUCS5B MUCSAC MUCS6 MUC 7
Glandes salivaires G:- s - G:- G+ G:- G:- G+t
Bronches S ++ S:- S ++ S:- S/ S:- S:-
G- G:- G:- G ++ G:- G:- G +++
Fundus S:- S:-/+ S -/+ S:- S ++++ S:-Ct:+ S:-
G:- G:- G:- G:- G- G:- G:-
Antre pylorique S:- S+t S:-/+ S:- S+ S:- S:-
G-+ G:+ G:- G:- G:- G:++H+++ G-
Duodénum S+t S+t S:- S:- S:- S:- S:-
C: ++++ C:-/+ C:- C:- C:- C:- C:-
G:+ G:- G:- G:- G- G:+++++ G-
Jéjunum St S+t S:- S:- S:- S:- S:-
C: ++++ C:-/+ C:- C:- C:- C:- C:-
Iléon S+ S +++ S:-/+ S:- S - S:- S:-
C:++++ C:-/+ C:-+ C:- C:- C:- C:-
Célon S ++++ S 4+ S+t S:- S:- S:- S:-
C: ++++ C:- C.++ C:- C:- C:- C:-
Vésicule biliaire S+ S- -+t S:- S:+ S+ S -/t S:-
I:+ Ii+++ I:- I:++ I:+ T:+++ I:
Pancréas D:-/+ D:+++ D:- D:++ D:- D:+
Prostate G:- G:- G:++ G:- G:- G:- G:-
Endocol S+ S:- S ++ S:+ S ++ S+ G:-
G+ G:- G:++ G:+ G:++ G:+ S:-

S : épithélium de surface; G : épithélium glandulaire; C : cryptes; I : invaginations de I'¢épithélium; Ct : collet;

D : cellules des canaux.

Marquage : ++++ : de trés forte intensité; +++ : de forte intensité, ++ : d'intensité modérée, + : de faible intensité;
-/+ : quelques cellules; - : absent,

Tableau VI: Profil d'expression des génes de mucines chez I'adulte par

hybridation in situ. (Audié et al., 1993; Audié ef al., 1995; Balagué

etal., 1995 ; Ho et al., (soumis) ; Vandenhaute ef al., 1997)
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Les études des pathologies touchant ces organes ont souvent montré des
anomalies de glycosylation des mucines mais les nouvelles données concernant les
génes de mucines entrouvrent de nouvelles voies de recherche qui permettront de

mieux comprendre ’implication des mucines dans les pathologies des épithéliums.

Il ne s’agit pas ici de donner une liste exhaustive des premiers résultats et
nous nous limiterons & la pathologie la plus illustrée dans la littérature jusqu’a présent

pour les apomucines : les cancers épithéliaux.

I1.2.3.2 En situation pathologique : ’exemple des cancers épithéliaux

Plus de 90% des tumeurs humaines se développent aux dépens des cellules
épithéliales. Lors du processus de cancérisation, 5 catégories d’altérations de la
fraction glycosylée peuvent étre relevées (pour revues voir Ho et al., 1991; Ho et al.,
1995a) :

- augmentation du nombre d’antigénes en comparaison avec le tissu sain

- résurgence d’antigénes foetaux

- expression d’antigenes incompatibles avec les déterminants de groupe
sanguin du patient

- disparition d’antigénes exprimés dans les tissus sains, dévoilant de
nouvelles structures antigéniques qui peuvent alors étre la cible d’un traitement
anticancéreux. Ces structures peuvent aussi €tre utilisées comme vaccin.

- synthése de nouveaux antigenes.

De nombreuses études a des fins thérapeutiques ont été menées ces dernieres
années sur MUC1. En effet, le géne correspondant est surexprimé dans la majorité des
tumeurs mammaires. Le produit d’expression est donc une cible thérapeutique
potentielle intéressante. En effet, lorsque la protéine transmembranaire est clivée, la
fraction soluble devient antigéne circulant et marqueur tumoral (CA15.3) détectable
par de nombreux anticorps. Ces anticorps permettent aujourd’hui le dépistage précoce

des récidives et le suivi du traitement des formes métastasées. Les nouveaux €pitopes
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peptidiques et glycosidiques rencontrés lors de la cancérogenése font de MUCI un
outil précieux comme cible des essais d’immunothérapie (Scholl et al., 1997). Des
études comparables sur les autres mucines fourniront de nouveaux outils de diagnostic
et/ou de pronostic du cancer ainsi que de nouvelles cibles potentielles d’agents

anticancéreux.

Trois grands types d’altération dans la structure des mucines ont été décrites :
glycosylation anormale, accumulation de précurseur (glycosylation incompléte) et
expression anormale des apomucines. Ce dernier point est de plus en plus étudié grace
aux connaissances acquises concernant les génes de mucines. Il a été montré, par
exemple, que MUC4 et MUCS5AC, normalement exprimés dans les canaux
pancréatiques le sont plus fortement dans les tumeurs pancréatiques (Balagué et al ,
1995). Des variations d’expression des génes de mucines ont aussi été observées au
cours des processus cancéreux sur des tissus et des lignées cellulaires (Yu ez al., 1996;
Nguyen et al., 1996; Balagué ef al., 1994; Ho et al., 1993, Ogata et al., 1992; Niv,
1994). Par exemple, des variations d’expression importantes de MUCS5AC ont été
détectées dans des biopsies de tumeurs villeuses rectosigmoidiennes. Ce géne est
normalement non exprimé dans cette muqueuse. Une expression aberrante a été
observée dans les zones 1ésées et dans certaines zones « saines ». Ces tumeurs sont
bénignes mais possédent un haut potentiel de récidive et de malignité. Ainsi, MUCS5AC
peut étre considéré comme un marqueur précoce de transformation car son expression
est fonction du grade de dysplasie de la tumeur (Buisine ez al., 1996). Pour MUCS5B,
les études faites dans le laboratoire sur des muqueuses foetales nous ameénent a
envisager que dans les processus cancéreux il puisse y avoir expression et
augmentation d’expression de ce gene dans les cancers de ’estomac et de I’oesophage

respectivement.

Les mucines augmentent le pouvoir d’adhésion des cellules transformées,
stimulent ’activité collagénasique et invasive des cellules tumorales. Il a été suggéré
que les mucines protégent les cellules tumorales contre le systéme immunitaire en

masquant des épitopes et en inhibant I’activité des cellules NK (pour "Natural Killer").
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I1.2.4 Les mucines animales

I1.2.4.1 Les mucines de rongeurs

11.2.4.1.1 L’homologue murin Muc/

La protéine déduite de ’ADNc de Muc!/ présente des homologies avec la
protéine MUC1 humaine particuliérement pour les régions transmembranaires et
cytoplasmiques (87%). Ceci suggére un role trés important de ces domaines. A noter
que des homologies similaires ont été trouvées pour les protéines MUC1 d’autres
espéces (Gendler e al., 1995). Par contre, la région répétitive est moins homologue a
celle de MUCI (seulement 34%) et est plus courte. De plus, le nombre de répétitions
de 20 ou 21 aa ne varie pas d’un animal & I’autre. La structure génomique du gene
murin Mucl est-elle aussi trés proche de celle du géne humain MUC! : les introns ont
la méme position et sont, en séquence, homologues de 50 a 62% pour les 5 premiers.
Les régions promotrices de MUC! et Mucl sont homologues & 72%, ce qui n’est pas
surprenant car ces 2 génes ont des profils d’expression superposables. Enfin, le géne
murin Mucl est localisé sur le chromosome 3 dans la région qui correspond a la région

du chromosome 1 humain ou a été localisé le géne MUC (Gendler ez al., 1995).

11.2.4.1.2. L’homologue murin MucSac

Un immunsérum dirigé contre de la mucine purifiée et déglycosylée
chimiquement d’estomac de souris a permis d’isoler un clone d’ADNc d’une banque
d’expression (Shekels e al., 1995). La séquence nucléotidique correspondante code un
motif répété de 16 aa (Tableau VII) suivi de deux motifs en tandem d’une centaine
d’aa et riches en résidus Cys. Ces 2 motifs d'environ 110 aa sont similaires aux motifs
Cys retrouvés dans MUC2 et MUCSAC. Le gene correspondant, Muc5ac, a été
localisé sur le chromosome 7 de la souris qui regroupe des génes localisés chez

I’Homme en 11p15.
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Géne ou ADNc AA  pb Séquence consensus Espece Référence
Muc-2 11 33 SPTTSPTTSTT rat Ohmori et al. , 1994
™MUC176 6 18 TTTPDV rat Gumetal ., 1991
CTM 6 18 TPTPTP et TTTTPV chien Verma et al ., 1993
PSM 3et5 9-15 TEATT et GTT porc  Eckhardteral., 1991
pGBM 127 381 ALRLVNGSDRCQGRVEVLYGGSWGTVCDD bovin Nunes et al. , 1995
SWDTNDANVVCRQLGCGWAISAPGDARFG
QGSGPIVLDDVGCSGYETYLWSCSHSPWN
THNCGHSEDASVICSASQTQSTVVPDLWY
PTTDYGTESGL
BSM 5-11 15-33 TTSLG et GTTVAPGSSNT bovin  Bhargava et al., 1990
FIM-A.1 9 27 VPTTPETTT xénope Hoffman, 1988
FIM-B.1 11 33 GESTPAPSETT xénope Probst et al. , 1992
FIM-C.1 8 24 TTTKATTT xénope  Hauser eral , 1992
Mucsmg 13 39 PTTDSTTPAPTTK rat Albone et al ., 1996
Mucsac 16 48 QTSSPNTGKTSTISTT souris Shekels et al. , 1995
PGM 16 48 SVQPSSSSSXPTTS(A/T)T porc Turner et al ., 1995
SM2-1R 13 39 NATTPAPTTKPTT souris Denny etal ., 1996

Tableau VII : Séquences consensus des domaines répétitifs de quelques mucines

animales.
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11.2.4.1.3 La sialoglycoprotéine ASGP

Les sialomucines ASGP-1 et -2 (“Ascites Sialomucin Glycoproteins”) sont 2
O-glycoprotéines qui, isolées a la surface de cellules d’'un adénocarcinome mammaire
de rate (Hull er al., 1990), sont associées I'une a l'autre. Ces 2 glycoprotéines
pourraient jouer un role de protection des cellules cancéreuses. De plus, elles sont
impliquées dans le processus métastatique et leur expression est associée a la résistance

de la cellule cancéreuse aux cellules NK (Moriarty ef al., 1990).

L’ASGP-2 a été caractérisée comme étant une molécule transmembranaire.
En fait, les 2 glycoprotéines, ASGP-1 et -2 sont issues d’'un méme précurseur
polypeptidique. Sheng ef al., en s’appuyant sur leurs études biochimiques, ont proposé
un modele dans lequel le précurseur peptidique appelé pSMC-1 (Figure 12 ; Sheng et
al., 1990) est synthétisé dans le réticulum endoplasmique et N-glycosylé (Bharathan et
al., 1990). Ce précurseur est ensuite O-glycosylé et est clivé pour donner les 2 entités
ASGP-1 et -2, et ce probablement avant d’arriver dans le compartiment médian du
Golgi. Ces 2 molécules restent associées par des liaisons non covalentes. La méme
équipe a ensuite montré que ’ASGP-1, une fois a la surface de la cellule épithéliale
sécrétrice, peut €tre internalisée rapidement dans un compartiment intracellulaire de la
cellule ou il y a addition et élongation de nouvelles chaines oligosaccharidiques (Hull et

al., 1991).

Par immunocriblage d’une banque d’expression en vecteur Agtll, un premier
clone d’ADNc de 1,3 kb a été isolé. L’insert s’hybride en Northern blot a un transcrit
d’environ 9 kb (Sheng ez al., 1992). La protéine déduite contient 24 sites potentiels de
N-glysosylation, un peptide hydrophobe de 20 aa prédit comme transmembranaire ainsi
que 2 séquences EGF-like ayant des résidus Cys aux positions conservées. Il est connu
que de nombreuses molécules possédent des domaines EGF-like mais qu’elles n’ont
pas pour autant une activit¢ de type EGF. Cependant, les similarités entre les
séquences consensus des molécules possédant un ou plusieurs motifs EGF-like et ayant
une activité de type EGF et les motifs EGF-like de I’ASGP-2, laissent supposer une

telle activité autocrine de facteur de croissance pour I’ASGP-2. Les premiers
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Figure 12 : (A) Schéma d'organisation du précurseur peptidique pSMC-1 et (B)
modéle de biosynthése de I'ASGP-1 et de 'ASGP-2 (TM :
transmembranaire ; TR : « tandem repeat »).

66



Introduction

éléments de preuve d’une telle activité ont été apportés par I’équipe de Carraway
(Juang et al., 1996) puisque I’ASGP-2 transfecté dans des cellules d’insectes se lie au

neu

domaine extracellulaire du récepteur tyrosine-kinase p185™".

L’ADNc complet de pSMC-1 a ensuite €té séquence (Wu ef al., 1994). Le
transcrit a une taille de 9270 pb. L’ASGP-1 déduit contient une séquence signal suivie
d’une courte région non répétitive puis d’un motif irrégulier répété 11 fois de 117 a
124 aa. Ce motif, riche en résidus Ser et Thr, a une homologie de 70 & 90% avec la
séquence consensus déduite de celui-ci. Ces motifs répétés sont entrecoupés entre la
9éme et la 10éme répétition par une courte séquence unique. L’ organisation peptidique
du précurseur pSMC-1 et le modele de biosynthése de cette sialomucine sont

schématisés sur la figure 12.

Fin 1996, I’équipe de Carraway (Rossi ef al., 1996) a montré par des études
sur la protéine et par la technique de RT-PCR que le complexe ASGP-1/ASGP-2
existe sous une forme sécrétée et membranaire dans les glandes mammaires et le lait
mais sous une forme uniquement soluble dans le c6lon. Cette derniere forme résulte de
I’absence du domaine C-terminal de I’ASGP-2, c’est-a-dire de la région
transmembranaire. En conclusion, I’ASGP semble désormais le meilleur candidat pour
la mucine non encore caractérisée de haut poids moléculaire décrite dans le lait et

proposée sous le nom de MUCX.

11.2.4.1.4 Le géne Muc?2 chez le rat

* La région 5° de Muc2
Afin d’étudier la régulation de la transcription des mucines, I’équipe de
Basbaum aux Etats-Unis a isolé, en utilisant une sonde humaine de MUC2
correspondante a la région en amont de la zone répétitive, trois ADNc dont 2 sont
chevauchants. Le peptide déduit du cadre de lecture ouvert de 4546 pb est tres
similaire a I'extrémité 5° de MUC2 (Ohmori ez al., 1994). Outre les domaines D1-D2-
D’-D3 du pro-vWF, I’ADNc de Muc?2 code en sa région 3’ un motif d’environ 110 aa

et contenant 10 résidus Cys, c’est-a-dire le motif retrouvé 2 fois dans MUC2 et au
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moins 6 fois dans MUCSAC. La région 3° de I’ADNc code une région semi-répétitive
riche en Thr, Ser et Pro.

* Le peptide de liaison et le clone MLP

L’équipe de Forster a isolé le peptide de liaison de 118 kDa & partir de
mucine intestinale de rat purifiée puis réduite. Des oligonucléotides ont été synthétisés
a partir de séquences peptidiques partielles des extrémités N-terminales du peptide
natif et de ce peptide hydrolysé par le bromure de cyanogéne. Le produit
d’amplification de 1,2 kb obtenu par PCR a permis de cribler une banque d’ ADNc et
d’isoler un clone de 2,6 kb, appelé MLP (“mucin link protein”), contenant un signal de
polyadénylation suivi, 14 nucléotides en aval, d’une queue polyA™ (Xu et al., 1992b).
L’extrémité 5’ code un motif répété de type mucine. Le reste de ’ADNc code un
domaine riche en sites potentiels de N-glycosylation (13) et en résidus Cys. Ce
domaine est trés similaire aux régions C-terminales de MUCSAC et MUC2 démontrant
que le peptide de liaison est probablement la résultante de 1’hydrolyse de la région
carboxy-terminale de certaines mucines. De plus, une partie de cette région utilisée
comme sonde a montré une hybridation dans la région p15.5 du chromosome humain
11 (Xu et al., 1992a) apportant une nouvelle preuve de [’appartenance du peptide de

liaison a une ou a des mucines humaines localisées en 11p15.

* Le clone VR-1A
Un immunsérum, préparé a partir de mucine intestinale de rat déglycosylée, a
permis de cribler une banque d’ADNc et disoler un clone positif de 705 pb et appelé
VR-1A. Il code un peptide de 235 aa constitué dans sa région 3’ d’un motif Cys
homologue aux motifs Cys de 110 aa retrouvés dans MUC2 et MUCSAC. Il est suivi
d’une région de 182 aa riche en résidus Thr et Ser mais qui ne contient pas de résidus

Cys.

Les 2 clones VR-1A et MLP sont probablement issus du méme géne Muc2.
En effet, I'insert du clone VR-1A et la sonde MLP s’hybrident tous les deux sur un
fragment de 500 kb lorsque I’ADN est hydrolysé avec ’enzyme de restriction Miul et
sur un fragment de 380 kb lorsque ’ADN est hydrolysé avec ’enzyme de restriction

Sall. De plus, ces 2 clones ont le méme profil d’expression en Northern Blot. Enfin, le
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gene correspondant & VR-1A a été localisé sur le chromosome 1 du rat (Hansson ef
al., 1994). Klings-Levan ef al ont ensuite confirmé la co-localisation sur le

chromosome 1 de rat de VR-1A et MLP (Klings-Levan ef al., 1996).

11.2.4.1.5 Le clone Rmuc176

Un immunsérum préparé a partir de mucine de jéjunum de rat déglycosylée
chimiquement a permis d’isoler 4 clones d’ADNc par I’équipe de Y. Kim a San
Francisco (Gum et al., 1991). Les 4 clones codent un méme motif répété de 6 aa. Le
plus grand des clones, RMUCI176, a une taille 1341 pb et code en aval de la partie

répétitive une région unique de 92 aa.

I1.2.4.1.6 Le gene de mucine sous-maxillaire de rat Mucsmg

L’équipe de Tabak a purifié en 1994 a partir de glande sous-maxillaire de rat
une mucine de faible poids moléculaire (114 kDa). A partir de la séquence peptidique
partielle de la mucine déglycosylée, un oligonucléotide antisens dégénéré a été
synthétisé et a permis de cribler par PCR asymeétrique une banque d’ADNc en utilisant
comme seconde amorce un oligonucléotide du vecteur. Un produit d’amplification de
201 pb a été obtenu et a permis de cribler & nouveau une banque d’ADNc. Quatre
nouveaux clones de plus grande taille ont été obtenus (Albone ef al., 1994). Ainsi,
’ADNc complet a été cloné et séquencé. Il a une taille de 1228 pb sans la queue
poly(A)". La région 5’ non traduite de 134 pb est suivie par une séquence codant un
peptide signal de 22 aa, puis d’une région, polymorphe d’un animal a ’autre, codant un
peptide de 104 aa riche en résidus Gln, Pro et Tyr suivi de la région répétitive (motif

de 13 aa répété 11 fois) et enfin d’une région C-terminale codant 117 aa.

Le gene correspondant a ensuite été cloné en vecteur phagique par la méme
équipe (Albone et al., 1996) et la répartition des exons et introns déterminée. Le géne,
localisé sur le chromosome 14 du rat, comprend 3 exons; un premier exon de 106 pb et

non codant, sépar¢ du second exon de 69 pb par un intron de 921 pb. L’exon 3 de 991
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Figure 13 : Organisation génomique du géne de rat Mucsmg et organisation
peptidique déduite.
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pb comprend toute la partie répétitive du geéne et est séparé de I’exon 2 par un intron

d’environ 12,5 kb (Figure 13).

I1.2.4.1.7 La mucine sous-maxillaire de souris

L’un des clones d’ADNc de rat du géne Mucsmg a été utilis€ comme sonde
pour cribler une banque d’ADNc de glande sous-maxillaire de souris. 27 clones ont été
isolés et étudiés. L’analyse des séquences complétée par des expériences de PCR
permet de reconstituer 'intégralité du transcrit qui a une taille de 1042 pb sans la
queue poly(A)". Ce transcrit code une petite apomucine de 273 aa. L’ ADNc est trés
homologue au transcrit de Mucsmg, particuliérement dans les régions 5’ et 3’ non
traduites. Chacun des dix motifs répétés a la particularité de contenir un site potentiel

de N-glycosylation (Denny et al., 1996).

I1.2.4.2 Les mucines de bovin et de porc

I1.2.4.2.1 La mucine sous-maxillaire de bovin BSM

Un transcrit complet de 2 kb a ét€ isolé a partir d’une banque de glande sous-
maxillaire de bovin et cloné (Bhargava et al., 1990). La séquence peptidique déduite de
563 aa se compose d’un premier domaine de 310 aa typique des mucines (riche en Ser,
Thr et Pro) suivi d’un domaine riche en résidus Cys, domaine homologue a la région
C-terminale de FIM-B.1 et aux C-terminaux des mucines humaines MUC2 et
MUCSAC localisées en 11p15.5 (voir plus loin). Ce domaine C-terminal est constitué
d’un domaine C-like de 140 aa retrouvé dans le vWF suivi d’un domaine dit noeud

cystine ou encore CK (pour «Cystine knot») (Gendler er al., 1995 ; Figure 14).

11.2.4.2 2 La mucine de vésicule biliaire de bovin
A Taide d’un immunsérum dirigé contre la partie peptidique déglycosylée
chimiquement de mucine de vésicule biliaire de bovin, 25 clones ont été isolés et
étudiés (Nunes et al., 1995). Tous les peptides déduits montrent I’agencement en 2

régions. La premiére région est constituée d’un motif répété de 127 ou 131 aa. Ce
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BSM
310aa | 140 aa 92 aa
Mucine-like | C-like: CK |

PSM

921 aa 138 2288 aa

Figure 14 : Organisations peptidiques des mucines sous-maxillaires de boeuf et
de porc
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motif contient toujours 8 résidus Cys aux positions conservées. La seconde région est
composée d’un motif répété de 20 aa ; ce motif est riche en résidus Thr et ne contient
aucune cystéine. Les quelques différences en séquence observées dans ces clones
suggerent qu’ils proviennent de différentes régions du méme geéne. Un fragment d’un
des ADNc a été utilisé pour cribler la méme banque d’ADNc. Les dix clones alors
isolés contiennent 5 fois le motif répété en tandem de 60 pb codant le peptide de 20 aa
décrit précédemment. De plus, chaque clone contient le motif de 131 aa avec 8 résidus
Cys. Ainsi, ’apomucine correspondante est formée par ’alternance de répétitions en

tandem de motifs de 131 aa et de motifs de 20 aa.

I1.2.4.2.3 La mucine sous-maxillaire de porc PSM

L’équipe de Hill a cloné un ADNc de 3,65 kb d’une banque d’expression de
glande sous-maxillaire de porc (Eckhardt ef al., 1991). Le peptide déduit de 1150
résidus contient un domaine de type mucine de 921 aa constitué de répétitions parfaites
d’un motif de 81 aa. Ce domaine est suivi de la région C-terminale trés homologue a
celle décrite chez le bovin (BSM) (Figure 14). La méme équipe a ensuite démontré par
transfection de la région C-terminale de 240 aa de PSM, dans des cellules COS7, que
cette apomucine dimérise dans le réticulum endoplasmique par cette région et que cette
dimérisation est indépendante de la N-glycosylation de ce domaine (Perez-Villar et al.,

1996).

11.2.4.2.4 La mucine gastrique de porc

Dix clones (0,6 a 2,5 kb) d’ADNc d’une banque d’expression d’estomac de
porc ont €té isolés a I’aide d’un immunsérum dirigé contre de la mucine gastrique de
porc purifiée et déglycosylée chimiquement (Turner et al., 1995). Deux de ces clones,
PGM-9B et 2A, ont été étudiés. Le peptide déduit de PGM-9B est uniquement
constitué de répétitions en tandem (33 fois) d’un motif de 16 aa riche en résidus Ser
(47%). Le peptide déduit du clone PGM-2A comprend 16 répétitions en tandem du
motif trouvé dans PGM-9B. Cette séquence est précédée de la partie 3’ d’un motif
cystéine homologue aux motifs cystéines d’une centaine d’aa déja décrits pour MUC2

et MUCSAC.
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I1.2.4.3 La mucine trachéobronchique canine

Grice a un immunsérum dirigé contre de la mucine, de haut poids
moléculaire, trachéobronchique de chien et déglycosylée, un ADNc de 1,7 kb codant la
région C-terminale de la mucine a été isolé et étudié en 1992 par I’équipe de Sachdev
(Shankar et al., 1992). Le peptide déduit de 445 aa ne contient pas de répétitions en

tandem et ne présente aucune homologie avec d’autres séquences.

Par la méme technique, Verma et Davidson (Verma ef al., 1993) ont isolé des
clones d’ADNc de mucine trachéobronchique de chien. Par la méthode de RACE-
PCR, a partir de la séquence du plus grand des clones d’ADNc (1,8 kb), la séquence
compléte du transcrit d'un géne de mucine trachéobronchique a été déterminée. Il a une
taille de 3766 pb et code une petite apomucine de 1118 aa. Cette apomucine contient
quelques motifs TPTPTPTG ou TTTTTT(M/V) non répétés en tandem. Les régions
riches en résidus O-glycosylables (Ser/Thr) de cette mucine et de MUC2 sont trés
homologues. L’apomucine contient 3 sites potentiels de N-glycosylation et de

nombreux résidus Cys, particuliérement dans la région C-terminale.

I1.2.4.4 Les mucines tégumentaires de Xénope

Jusqu’a présent, 3 mucines tégumentaires de xénope (FIM pour "Frog
Integumentary Mucin") ayant différents éléments répétitifs ont été caractérisés et
nommeés FIM-A.1, FIM-B.1 et FIM-C.1 (Figure 15 ; Tableau VII). Chacune de ces
FIMs est constituée de sous-domaines riches en résidus Thr et Cys (pour revues voir

Hoffman et al., 1993b; Hoffman et al., 1995; Gendler ef al., 1995).
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Figure 15: Représentation schématique des protéines codées par les 3 génes de
mucines tégumentaires de X. laevis (Gendler ef al., 1995)
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11.2.4.4.1 Les domaines P

FIM-A.1 et FIM-C.1 contiennent des domaines «P» d’environ 50 aa et riches
en Cys (6 résidus) aux positions trés conservées. Ces mémes domaines ont €té trouvés
dans le peptide spasmolytique de pancréas de porc. Ces 6 résidus invariants de Cys
forment 3 ponts intra-chaines donnant naissance a une structure dite peptide en tréfle
(«trefoil peptide») qui confére a la protéine une grande résistance a la dégradation
protéolytique. Ce motif est un modulateur potentiel de la croissance cellulaire. Des
protéines contenant ce domaine P et appelées pS2 pour peptides spamolytiques ont été
trouvées chez 'Homme, le rat, le porc, la souris ainsi que chez le xénope (protéines
xP2 et xP4) (Hoffman et al., 1993b). Elles semblent promouvoir la migration des
cellules épithéliales lorsque 1'épithélium est endommagé (Dignass ef al, 1994).
Normalement exprimés a la surface des épithéliums par les cellules caliciformes
(Suemori et al., 1991; Podolsky ef al., 1993), les peptides en trefle sont aussi exprimés

par d’autres tissus dans des situations pathologiques (Hoffman ef al., 1993a).

Chez 'Homme, les geénes codant les peptides en tréfle (W TF, pS2 et hSP) ont
été localisés sur le chromosome 21 en q22.3 (Chinery ef al., 1996). Ces 3 génes sont
situés sur un fragment commun de 55 kb (Seib ef al.,, 1997). Les 2 génes pS2 et hITF
comportent 3 exons, le domaine P étant entiérement codé par I’exon 2. Le géne ASP,
au centre de ce cluster de génes, comporte quant a lui 4 exons, les exons 2 et 3 codent

2 domaines P (Figure 16).

11.2.442 FIM-A.1

FIM-A.1 semble, des 3 mucines caractérisées chez le xénope, la mucine
prédominante. Appelée a l'origine spasmolysine (Hoffman, 1988), cette protéine
mosaique de 43 kDa est constituée d’une séquence signal suivie de 2 domaines P puis
d’une zone répétitive de «type A» de 13 aa riches en résidus Thr puis de 7 répétitions
d’une séquence ETTT et enfin de 2 autres domaines P (Figure 15). La protéine mature

a une masse d’environ 130 kDa.
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Figure 16 : Organisation génomique des 3 génes humains codant les peptides en
tréfle (Seib et al., 1997)
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11.2.4.4.3 FIM-C.1

Une séquence partielle de FIM-C.1 et correspondant a la partie C-terminale
de la protéine a été publiée en 1992 par Hauser et Hoffman (Hauser ef al., 1992). FIM-
C.1 contient au moins 3 régions semi-répétitives riches en résidus Thr (80%) dont le
motif prédominant est TTTKATTT (Tableau VII) ainsi que 6 domaines P (Figure 15).
De plus, la protéine FIM-C.1 et le géne correspondant sont polymorphes et ceci est
probablement di, selon ces mémes auteurs, a des variations interindividuelles de

longueur des régions répétitives (polymorphisme de type VNTR).

11.2.4.4.4 FIM-B.1

FIM-B.1 n’a pas la méme construction que FIM-A.1 et FIM-C.1. Aucun
domaine P n’y a été trouvé. C’est la premiere mucine décrite comme ayant dans sa
partie C-terminale des homologies avec le facteur vWF (Probst er al., 1990). La
protéine FIM-B.1 est en majeure partie constituée par un motif répété “acide” de 11 aa
(Figure 15 ; tableau VII) présentant des similarités avec le motif répété caractérisant
FIM-A.1. Ces répétitions, au nombre variable selon I’animal (polymorphisme de type
VNTR), sont entrecoupées en un endroit par une région appelée SCR (“Short
Consensus Repeat”) de 64 aa. Ce motif, contenant 4 résidus Cys, formant
probablement des ponts disulfures, ainsi que des résidus Phe, Tyr, Gly et Trp, a été
décrit dans de nombreuses protéines dont la plupart appartiennent au systéme du
complément et interagissent avec le C3b ou le C4b. Ce motif a aussi été décrit dans
d’autres molécules n’appartenant pas au systeme du complément comme la f3,-
glycoprotéine, 1’haptoglobine, le récepteur de l'interleukine-2, le polypeptide sécrété
de 35 kDa du virus de la vaccine et la sous-unité b du facteur XIII (Probst e al.,

1992).

La région C-terminale de FIM-B.1 est similaire aux régions C-terminales de
MUC?2 et du pro-vWF. Récemment, la partie codante de la région 5’ de FIM-B.1 a été
entiérement clonée et séquencée (Joba et al., 1997). FIM-B.1 a unr région amino-

terminale semblable aux N-terminaux de MUC2 et du pro-vWF.
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I1.2.5 Similarités des domaines peptidiques des mucines

humaines

I1.2.5.1 Les génes de mucines en 11p15

Des 8 genes de mucines humaines, 4 ont été localisés sur le méme
chromosome, en 11p15.5. Une étude en champs pulsés au laboratoire en utilisant
comme sonde les régions répétées en tandem des genes, a permis de déterminer 1’ordre
de ces 4 genes sur le chromosome 11 et de les localiser par rapport aux autres génes de
la région (Pigny et al., 1996a) :
Télomere-HRAS-MUC6-MUC2-MUCS5AC-MUCS5B-IGF2-Centromére (Figure 17).
Pour cela, notre €quipe a étudié les flots CpG, encore appelés “HTF” (pour “Hpa II
tiny fragment”). En effet, ces ilots indiquent la présence de génes ou pseudogeénes car
ils leur sont presque toujours associés. Ces ilots sont en outre facilement repérables
grace aux nombreux sites de coupures d’enzymes a site rare, sites riches en G et C. Les
ilots CpG signalent trés souvent un gene & expression ubiquitaire et sont alors situés
dans la région 5’ de ces genes. Ils y couvrent alors tout ou partie des premiers exons et
comportent généralement des séquences transcrites (Larsen et al., 1992; Craig et al.,

1994; Jordan, 1991).

L’organisation peptidique de MUC2 est connue, celle de MUCSAC vient
d’étre déterminée pour sa région carboxy-terminale. Quelques éléments concernant sa
région amino-terminale ont été publiés (Klomp ef al., 1995). Les 2 produits
peptidiques des genes respectifs ont une construction identique: la région centrale,
comportant la zone riche en résidus Ser et Thr est encadrée par 2 régions uniques
riches en résidus Cys et trés similaires aux domaines C- et N-terminaux du pro-vWEF,

en particulier par la position des résidus Cys.
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Figure 17 : Organisation du «cluster» de génes en 11p15.5 (Pigny ef al., 1996a)
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I1.2.5.1 Le prépro-facteur von Willebrand

Le vWF est une grande glycoprotéine d’adhésion qui forme des
homopolymeres ayant 2 roles biologiques distincts: le VWF sert d’intermédiaire dans
I’adhésion des plaquettes et dans la formation des caillots sanguins lors des lésions
vasculaires, et il sert de transporteur du facteur VIII de coagulation dans la circulation
sanguine. Il est fabriqué par les mégacaryocytes et les cellules endothéliales ou il est
stocké dans des organelles spécifiques, les corpuscules de Weibel-Palade. Ce stockage

en fait sa particularité puisque le vWF est la seule molécule d’adhésion qui est stockée.

I1.2.5.1.1 Organisation générale

Le géne du vWF s’étend sur 178 kb et contient 52 exons (Figure 18). Il a été
localisé sur le chromosome 12 en p12-pter. Une séquence homologue et correspondant
a un pseudogéne du vVWF (exons 23 a 34) a été localisée en 22q11-13 (Mancuso ef al.,

1991). Le transcrit du v/WF a une taille de 8,7 kb.

Les régions codantes du géne ainsi que toutes les jonctions exon/intron ont
été déterminées (Mancuso ef al., 1989). Le codon initiateur est dans le second exon; le
produit de traduction est un précurseur polypeptidique de 2813 aa (prépro-facteur). I
consiste en un peptide signal de 22 aa, un inhabituel grand pro-peptide de 741 aa et
une unité mature de 2050 résidus (pour revues, voir Ruggeri ef al., 1993; Mayadas et

al., 1991 ; Nichols et al., 1997).

Le pro-peptide avait initialement été identifi¢ comme ’antigéne II du vWF.
Le role de cet antigéne, aprés clivage du peptide mature au niveau de la séquence
peptidique KRS (Foster et al., 1987; Verweij ef al., 1988), reste inconnu. Certains
auteurs ont proposé que ce propeptide intervient dans le stockage du vWF dans des

granules spécifiques (Wagner ef al., 1991).
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Figure 18 : Représentation schématique du géne vWF et des domaines
peptidiques. Les rectangles verticaux représentent les exons
(Mancuso et al., 1989)
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I1.2.5.1.2 Les domaines du pro-vWF et des mucines

Le pro-vWF est constitué presque exclusivement de 4 types de domaines
répétés suite a des phénomeénes de duplications successives (Shelton-Inloes et al.,
1987) ou de brassage d’exons. Ces domaines sont désignés de A a D, et arrangés dans
I’ordre suivant: D1-D2-D’-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2 (Figure 18); la région
constituée des 2 domaines D1-D2 constitue le pro-peptide (Shelton-Inloes et al., 1986;
Verweij ef al., 1986; Mancuso ef al., 1989). La région constituée des domaines D1-
D2-D’-D3 est similaire a la région en amont de la zone répétitive de MUC2 et de FIM-
B1 (Joba ef al., 1997). Un motif D3 a été décrit par Klomp et al. dans la zone en
amont de la région répétitive de MUCSAC (Klomp et al., 1995).

Les domaines D4, B et C du vWF ont par ailleurs été retrouvés avec le méme
agencement dans les parties C-terminales de MUC2, MUCSAC et FIM-B.1. Les
domaines C ont été retrouvés dans les régions C-terminales des mucines animales PSM
et BSM (pour revue, voir Gendler ef al., 1995). Cependant, les mucines contiennent un
seul domaine B et un seul domaine C, au lieu des 3 domaines B et des 2 domaines C

dans le vWF.

I11.2.5.1.3 Le pro-vWF : une molécule mosaique

* Le domaine A
Le domaine de type “A” du vWF définit une superfamille de protéines

possédant un ou plusieurs exemplaires de ce module d’environ 200 aa (Colombatti ez
al., 1991). Ce module confére une fonction moléculaire a des protéines:

- du systéme immunitaire (intégrines LFA-1, Mac-1, p150-95 des
leucocytes, facteur B)

- du systeme hémostatique (VWF)

- de la machinerie d’adhésion cellulaire (intégrines VLA-1 et -2,

protéine de la matrice cartilagineuse CMP, collagéne de type VI).
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* Le domaine C
Des homologies de séquence ont été rapportées entre les domaines C (~120
aa) du vWF, des procollagenes de types I et III et la thrombospondine (Hunt et al.,
1987), particuliérement en ce qui concerne 9 résidus Cys et, dans une moindre mesure,
d’autres aa comme les résidus Trp, Tyr, Gly. L’une des caractéristiques biologiques
communes de ces 4 molécules est la polymérisation puisque le VWF se trouve sous

forme d’homopolyméres. Les 3 autres peptides forment des triméres.

* Le domaine D

Les domaines D du vWF ont une taille d’environ 360 aa. Ils ont été trouvés
dans la zonadhésine (Hardy ef al., 1995), une protéine membranaire du spermatozoide
du porc impliquée dans la reconnaissance de ’ovule. L’ADNc complet de 7785 pb a
été entierement séquencé. Il code une « mucin-like » de 2476 aa. On peut distinguer 4
régions: un peptide signal potentiel de 29 aa, une région extracellulaire de 2418 aa, un
segment transmembranaire puis une région intracellulaire de 36 aa riche en acides
aminés basiques. La région extracellulaire de 2418 aa est constituée sur presque 400 aa
d’un motif imparfait répété 53 fois de 7 aa dont la séquence consensus est de type
mucine : PTE(K/R)(P/T)T(V/I). Cette région est suivie par 5 domaines homologues en
tandem appelés DO & DS, car ces domaines sont similaires aux domaines D du pro-

vWEF, mis & part que le domaine DO est beaucoup plus petit.

Le domaine D a été trouvé dans des molécules plus lointaines dans
I’évolution. Les vitellogénines constituent une famille de protéines conservées des
nématodes aux vertébrés (poulet, xénope). Chez les nématodes et chez 1’oursin de mer,
elles sont synthétisées et sécrétées dans I’intestin puis transportées jusqu’aux ovocytes.
Chez les vertébrés, les vitellogénines sont synthétisées par le foie, transportées dans la
circulation sanguine jusqu’aux ovocytes qui possédent des récepteurs spécifiques de
ces molécules. Elles sont les précurseurs des «yolk proteins», principales protéines
utilisées par I’embryon comme source de nourriture (pour revue voir Byme et al.,

1989).
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Ces «yolk proteins» sont codées par une famille de génes comprenant : 1 gene
chez I’oursin, 2 chez le criquet, 3 chez la drosophile, le xénope et le poulet et 6 (dont
un pseudogéne) chez le nématode Caenorhabditis elegans. Le nombre de génes dans
une espéce est a mettre en relation avec le temps nécessaire pour former les ovocytes.
Ces geénes ont, de plus, une expression qui varie en fonction du stade de
développement, du sexe et du tissu (pour revues, voir Spieth et al., 1991; Byrne et al.,
1989). Ces vitellogénines possedent un domaine tres similaire a la partie 3’ du domaine
D2 du pro-vWF (Baker, 1988), particuliérement en ce qui concerne la position des

résidus Cys. Toutes ces molécules possédent un motif peptidique CG(L/T)CG.

Toutes les protéines qui comportent des modules communs au pro-vWF sont
des génes mosaiques issus de la duplication de genes et du brassage d’exons. Les
domaines D ont pour origine un module ancestral qui existait déja il y a plus de 450
millions d’années chez les vertébrés primitifs. Il est remarquable que les résidus Cys
alent été conservés au cours de I’évolution, et plus particuliérement les cystéines

vicinales CXXC.

11.2.5.1.4 Biosynthése du vWF

Douze sites du pro-vWF sont N-glycosylés dans le réticulum endoplasmique
(Titani et al., 1986). Cette N-glycosylation semble nécessaire a la formation
d’homodiméres du pro-peptide par les régions C-terminales en aval du domaine C2
(domaines CK) dans le réticulum (Voorberg ez al.,, 1991). Les diméres sont ensuite O-

glycosylés et sulfatés dans ’appareil de Golgi.

Les dimeres se polymérisent dans le Golgi tardif. Ceci requiert la présence du
pro-peptide et des cystéines vicinales présentes dans chacun des domaines D. Il est
probable que les domaines D1-D2 de 2 dimeres établissent des interactions non
covalentes qui permettent la formation d’un pont disulfure entre les domaines D3 des 2
dimeres (Mayadas et al., 1992; Verweij et al., 1987). Enfin, le pro-peptide de 741 aa
est clivé dans le rans-Golgi et dans les granules de stockage (Figure 19; Mayadas et

al.,, 1991; Ruggeri et al., 1993). Les polyméres, stockés dans les granules de sécrétion,
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Figure 19 : Représentation schématique de la biosynthése du vWF (Mayadas et
al., 1991)
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sont constitués parfois de plus de 100 monoméres. Ils sont sécrétés sous forme de
longs filaments qui peuvent atteindre la taille de 1300 nm et sont visibles en

microscopie électronique (Fretto ef al., 1986).

I1.2.5.2 La superfamille des CK ou « noeuds cystines »

La superfamille des protéines a CK peut se décomposer en plusieurs familles
(tableau VIII) dont la famille des TGF-f qui compte aujourd’hui plus de 40 membres
impliqués dans des fonctions biologiques aussi diverses que la fonction immunitaire, le
contrdle de la croissance, la différenciation cellulaire, la formation squelettique et la
morphogenese embryonnaire (pour revues voir Sun ef al,, 1995; Massagué, 1990;
Sporn et al., 1992). Un alignement des séquences peptidiques de 1’extrémité C-

terminale de quelques membres de cette superfamille a été réalisé sur la figure 20.

11.2.5.2.1 Modélisation de la protéine NDP

Le geéne NDP («Norrie Disease Protein») a été localisé par génétique inverse
en Xpl11.3-11.4. 11 a une taille de 28 kb et un ARNm de 1.8 kb. Le géne contient 3
exons de respectivement 201, 380 et 1257 pb. Le 1¥ exon est non codant. Le cadre de
lecture des 2 autres exons est ouvert sur 399 pb et code un peptide sécrété de 133 aa.
Le fragment peptidique, appelé CK pour «Cystine knot» (ou noeud cystine) codé par
’exon 3 est riche en résidus Cys et est homologue aux extrémités C-terminales de
nombreuses protéines extracellulaires : genes précoces, CEF-10 chez le poulet, Cyr61
chez la souris, la protéine Slit chez la drosophile, le vWF et certaines mucines : FIM-

B.1, MUC2, MUCSAC, BSM, PSM (Figure 20).
La protéine NDP est trés conservée entre 'Homme et la souris, plus

particulierement pour la région CK ou I'homologie atteint 99% (Chen ef al., 1995).

Des mutations touchant dans ce domaine les résidus Cys détruisent la structure
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tridimensionnelle et sont a I’origine des phénotypes séveres, aboutissant a la cécité, a la

surdité, au retard mental (Strasberg ef al., 1995; Meindl ef al., 1992).

La structure tridimensionnelle de la protéine NDP (Meitinger ef al., 1993) est
superposable a la structure tridimensionnelle du TGF-f (Figure 21) déterminée
auparavant par cristallographie (Schlunegger ef al., 1992). TGF-B et NDP ont 7
résidus Cys communs dont 6 sont engagés dans des ponts disulfures intrachaines, le
septiéme résidu Cys (noté avec un astérisque sur les figures 20 et 21A) formant, au
moins pour le TGF-B, un pont interchaines avec un autre monomeére TGF-f. Ces
noeuds maintiennent les feuillets B entre eux et contribuent a la résistance des protéines
qui possédent un module CK aux températures élevées, aux agents dénaturants et aux

pH extrémes.

I1.2.5.2.2 La famille des TGF-[3

* La sous-famille des facteurs TGF-f3
Quatre TGF-f3 ont été caractérisés dont 3 (TGF-f 1 a 3) chez ’'Homme et un
chez le xénope. Un 5éme membre a été décrit chez le poulet comme homologue au
TGF-B1 humain et appelé TGF-f4. Pro-peptides et peptides matures sont trés
conservés (82-86% et 95-99%) entre les 4 TGF-f et les homologues trouvés chez les

animaux (Burt et al., 1992).

Le précurseur peptidique d’environ 400 aa est clivé au niveau d’une séquence
tri- (TGF-B1) ou tétrabasique (TGF-B2 a 5) pour donner naissance au peptide mature
de 112 aa (114 pour le TGF-p4) (Kondaiah et al., 1990) qui, selon le TGF, s’homo ou

s’hétérodimérise (Tableau VIII) pour former le complexe actif.
Le profil d’expression des TGF-3 est assez large. Par exemple, le transcrit du

TGF-B2 est détecté dans la sous-muqueuse de la trachée, de ’intestin et de I’estomac,

dans la peau, le cartilage et I’os.
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1 a 2 3 b *4 C S 6 d
NDP . 21‘[N-X1 8-C-X1 5-C-X9-C'X1 -G‘X1 -‘C-X23'C'X1 -CC-X23-C-X1 5-C-X1 -C-X3-C'X2-COOH
TGF-B . 2HN°X1 5—C ----- X25 ----- C-X1 -G-Xx -C ----- X;_y CC Xau C-Xl -C-X1 --------- COOH

Figure 21 : Modélisation moléculaire de la protéine NDP (Meitinger et al., 1993)
(A) Alignement des séquences du NDP et du TGF-
(B) Représentation schématique de la structure secondaire du TGF-8
(C) Diagramme en ruban de la structure 3D expérimentale du TGF-3
(D) Diagramme en ruban de la structure 3D modélisée du NDP
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sous- Dimeéres bioréactifs Origine Chromosome
familles Géne Nom Composition humain  souris
TGF-B  TGF-p1 TGF-B1 homodimere  humaine 19913 7
TGF-B2 TGF-2 homodimére  humaine 1q41 1
TGF-B3 TGF-p3 homodimére  humaine 14924 2
TGF-84 poulet
TGF-B5 TGEF-BS homodimére  X. laevis
TGF-B1-B2 homodimeére
Inhibines o Inhibine A dimére o.fA  humaine
Inhibine B dimére o..fB
BA Activine A homodimeére BA  humaine
BB humaine
Activine AB dimére BA.BB
DVR nodal Souris (embryonnaire)
BMP2 Humaine 13
BMP4 Humaine 5
dpp-C Drosophile
60A Drosophile
Vel X. laevis
GDF1 Humaine
GDF3/Vgr2 Souris (os)
dorsaline poulet
lefty Souris
Autres  MIS Humaine 19
GDF9 Souris
GDNF Humaine

Tableau VIII : La super-famille des «noeuds cystines » de type TGF-f
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L’activité de ces facteurs est controlée par la régulation de leur transcription,
la production du facteur sous forme latente et la séquestration par des protéines de la
matrice extracellulaire et des protéines circulantes. Deux récepteurs transmembranaires

qui lient le TGF-[3 avec une forte affinit€ ont été caractérisés.

* La sous-famille des inhibines.

Activines et inhibines sont des polypeptides dimériques formés d’une sous-
unité o associée soit a une sous-unit€ BA (inhibine A) ou BB (inhibine B). Ces
hétérodimeéres inhibent la production d’hormone FSH, de stéroides et d’hormones
placentaires. Des dimeres BA-BA et B-BB ont été décrits et auraient un role

antagoniste aux inhibines et ont été appelés pour cette raison activines.

* La sous-famille des DVR
La sous-famille des DVR comprend des génes BMP («bone morphogenetic
protein»), les génes Nodal, dpp-C («decapentaplegicy), 60A, Vg1, GDF1, GDF3, lefty
et de la dorsaline. Ces facteurs ont une activité inductrice sur la formation du cartilage
et de 'os (Rosen ez al., 1992; Zhou et al., 1993; McPherron et al., 1993; Kingsley,
1994; Sampath et al., 1993).

* Les autres protéines
A ces groupes de protéines, il faut ajouter le géne MIS, codant ’hormone
anti-mullérienne produite par les cellules de Sertoli et responsable de 1’atrophie des
canaux de Miiller, le géne GDF9 dont les transcrits sont synthétisés seulement dans les
ovaires des animaux adultes et le GDNF («glial derived neurotrophic growth factor»)
qui a la propriété de promouvoir la survie et la différenciation des neurones

dopaminergiques du tronc cérébral.

[1.2.5.2.3 La famille des CK de type NGF

Bien que les séquences peptidiques du NGF («nerve growth factor») et du
TGF-f soient trés peu similaires, leurs 2 structures tridimensionnelles déterminées par
cristallographie (McDonald et al., 1991; Schlunegger et al., 1992) sont superposables
(Daopin et al., 1992). Le NGF possede, dans sa région C-terminale, 6 résidus Cys au
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lieu de 7 dans le TGF-B3. Le résidu manquant correspond a la cystéine impliquée dans
la dimérisation du TGF-B. En effet, le NGF possede la propriété de former des dimeres
par sa région C-terminale et ce, sans former de liaison covalente (McDonald et al.,
1993). Ainsi, tous les membres de la famille du NGF font partie d’une sous-famille des

protéines a CK.

11.3 Biosynthése des mucines

I1.3.1 Régulation de la transcription

Mis a part pour le gene MUCI, trés peu de travaux ont jusqu’a présent pu
étre menés sur la régulation de la transcription des génes de mucines. Quatre
publications récentes concernent la régulation de MUC2 et celle d’une mucine
trachéobronchique canine (TBM). Cependant, plusieurs laboratoires ont cloné ces
derniers mois des génes humains et animaux de mucines. Il est donc probable que

d’autres études de la régulation verront le jour trés prochainement.

I1.3.1.1 Régulation de la transcription de MUC1

Quelques laboratoires étudient la régulation de la transcription du géne
MUC]1. Plusieurs régions, en amont du site d’initiation de la transcription, ont €té
caractérisées comme jouant un role dans la régulation. Une séquence, appelée E-
MUCI et localisée entre les nucléotides -84 et -72 pb, semble déterminer la spécificité
d’expression tissulaire du géne (Kovarik ef al, 1993). Une seconde région, en
-505/-485, lie une protéine de 45 kDa (Abe er al, 1993). Cette région est
chevauchante avec une séquence similaire retrouvée dans les séquences promotrices de

génes codant des protéines du lait. Une 3™ région, contenant une séquence répétée
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inversée et retrouvée dans le promoteur du géne de la mucoviscidose, lie une protéine

de 27 kDa (Hollingsworth ez al., 1994).

I1.3.1.2 Régulation de la transcription de MUC2

Des premiers éléments de la régulation du géne MUC?2 ont été publiés dans

trois articles récents.

Velcich et al. ont isolé des clones génomiques contigus qui couvrent le geéne
MUC2 en entier ainsi qu’une région d’environ 50 kb en amont de son site d’initiation
(Velcich et al., 1997). Des expériences de sensibilité a la DNase I ont montré que cette
région possede probablement des éléments de régulation. Le fragment de 12 kb en
amont du site d’initiation de la transcription de MUC2 a alors été étudié par sous
clonage en vecteur rapporteur. La région comprise entre les nucléotides +1 et -848
conférent une activité transcriptionelle maximale au vecteur rapporteur alors que la

région plus en amont contient des éléments « silencer ».

L’équipe de Kim a par ailleurs montré qu’un court segment compris entre les
bases -91 et -73 est important pour l'activité basale de transcription d’un geéne
rapporteur transfecté dans plusieurs lignées cellulaires. Ce segment comprend une
boite CACCC qui lie des protéines Sp! et des protéines non-Sp1 de la famille Sp (Gum
et al., 1997). Enfin, la région comprise entre les bases -228 et -171 semble conférer au

vecteur rapporteur la spécificité cellulaire d’expression.

L’équipe de Basbaum a quant a elle étudié la régulation de MUC2 par
Pseudomonas aeruginosa. Le promoteur de MUC2 posséde un €lément de réponse
spécifique & Pseudomonas aeruginosa compris entre les nucléotides -2864 et -73 (Li et

al., 1997). A partir de souches mutantes de cette bactérie impliquée dans la

>

surinfection dans la mucoviscidose, les auteurs ont montré que la surexpression du

géne MUC? est contrdlée par la copule polysaccharidique (LPS) de I’agent pathogene,
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et ce par I'intermédiaire de la phosphorylation d’un facteur intracellulaire encore

inconnu.

IL.3.1.3 Régulation de la transcription de TBM

La région en amont du site d’initiation de la transcription du géne 7BM
(mucine trachéobronchique de chien) a été clonée et séquencée. Cette région qui
s’étend sur environ 1 kb ne contient ni de boite TATA, ni de boite CAAT. Les
expériences de transfection, de fragments obtenus par des délétions et clonés dans des
vecteurs rapporteurs, montrent I’importance de la régulation de ce gene par le facteur
CREB (Verma et al., 1996). Ce facteur est activé par phosphorylation par la protéine
kinase A (PKA), en réponse a un stimulus extracellulaire, et ce, par I’intermédiaire

d’une augmentation intracellulaire du taux d’AMPc.

I1.3.2 Maturation de I’apomucine

La maturation des mucines sécrétées a fait ’objet de nombreuses études. Le
précurseur peptidique, synthétisé dans le réticulum endoplasmique, a une masse de 470
a 700 kDa. Les monoméres dimérisent dans ce compartiment et y sont N-glycosylés.
Cette N-glycosylation semble indispensable pour [’oligomérisation des mucines.
L’oligomérisation et la O-glycosylation pourrait avoir lieu dans les compartiments du
Golgi. Selon les auteurs, la mucine, et I’espece étudiée, chaque oligomére comprend de
3 a plus de 12 monomeéres (Klomp et al., 1994a; Sheehan ef al., 1996; Fogg et al.,
1996; Tytgat et al., 1995; Dekker et al., 1990; Klomp et al.,, 1994b; Asker et al.,
1995). Aucun de ces travaux n’apporte la preuve d’une homo- ou au contraire d’une
hétéropolymérisation exclusive des mucines.

Les mucines sont ensuite stockées dans des granules de sécrétion. Elles y sont
concentrées. Les granules matures contiennent une teneur élevée en ions Ca®’. Ces

granules possédent probablement des canaux calciques actifs (Forstner, 1995).
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Dans 'introduction de ce mémoire, nous avons tout d’abord vu les fonctions
essentielles du mucus. Nous nous sommes ensuite intéressé aux mucines, qui sont les
glycoprotéines majoritaires du mucus et lui conférent ses propriétés rhéologiques et

biologiques.

Aprés avoir donné quelques caractéristiques des mucines, nous avons dressé
le catalogue des apomucines connues maintenant grice aux résultats acquis par
I'utilisation de techniques de P’ADN recombinant. Nous avons indiqué les
caractéristiques structurales de leur axe peptidique. Cette revue refléte le nombre trés
important de séquences de mucines publiées au cours de ces trois derniéres années.
Ces ¢léments sont et seront de précieux outils pour étudier les pathologies qui touchent
les muqueuses. Certaines mucines présentent de nombreuses similarités entre elles
grice a certains de leurs domaines peptidiques. Il est donc justifié de penser qu’a

chaque domaine correspond une/des fonction(s) différente(s).

Dans ce mémoire, nous allons présenter les travaux qui ont permis de
déterminer 1’organisation génomique compléte du géne de mucine humaine MUCSB,
mucine intervenant dans la formation du gel de mucus, particuliérement au niveau de
I’arbre respiratoire, de la vésicule biliaire, des canaux pancréatiques et de I’endocol. Ce
premier modele d’organisation structurale d’un géne de mucine du chromosome 11
nous a permis ensuite (chapitre Discussion et Perspectives) de proposer de nouvelles

bases moléculaires pour une classification des mucines.
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STRATEGIE

I DONNEES PRELIMINAIRES

1.1 Travaux antérieurs a 1993

L.1.1 Clonage d’ADNc de MUC35B
Un immunsérum, préparé a partir de mucines trachéobronchiques humaines

déglycosylées, a permis de cribler une banque d'expression en vecteur Agtll (Crépin et
al., 1990). Parmi les clones obtenus, JER28 (0,56 kb) et JERS7 (1,83 kb), présentent
le méme motif répétitif dégénéré de 87 pb soit 29 acides aminés. Ces 2 ADNc ont été
utilisés comme sonde pour isoler les clones JUL7 et JUL10 d’une banque d’ADNc
construite en vecteur Agtl0 (Dufossé ef al., 1993). Ces 2 derniers clones, de 1631 et

991 pb respectivement, contiennent aussi le méme motif de 87 pb.

Le clone TH71 (380 pb) a été isolé¢ de la méme banque d'expression en
vecteur Agtll. Des anticorps, purifiés a partir de 'immunsérum par adsorption sur la
protéine recombinante JERS7, reconnaissent le peptide de fusion TH71 (Crépin et al,,
1990). Ceci indique que les 2 clones TH71 et JER57 sont probablement issus du méme

geéne.

I.1.2 Clonage génomique de MUC5B

Le criblage par la sonde JER57 d'une banque génomique humaine en vecteur
MEMBL4 a permis d'isoler le clone phagique CELS de 12,6 kb. Ce clone contient dans
sa partie 5’ sur 1445 pb des motifs répétés en tandem de 87 pb caractéristiques de
MUCSB. Un signal de polyadénylation a été trouvé dans la partie 3' de ce clone
indiquant que CELS peut correspondre a la partie 3' du géne MUCS5B. Les autres
clones qui ont pu étre isolés de cette banque en vecteur AEMBL4 présentaient tous la

méme carte de restriction. Le criblage avec la sonde JER57 d'une banque génomique
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commerciale en vecteur cosmidique pWE15 a alors été entrepris et a livré les deux
clones chevauchants BEN1 et BEN2. Les cartes de restriction de ces clones ont été
établies et ont permis d'aligner les 3 clones, cosmidiques et phagique, les uns par
rapport aux autres (Figure 22). BEN1 contient un ilot CpG et c'est en aval de celui-ci
(2 environ 12 kb vers le 3') que la sonde JERS7 s'hybride. BEN2 posséde un signal de
polyadénylation en 3' qui correspond a celui trouvé dans le clone CELS5. BEN2
contient tous les fragments obtenus aprés coupure par des enzymes de restriction et
visualisés sur Southern blot de ' ADN humain apres hybridation avec la sonde JERS57.
BEN2 recouvre CELS5. D’apres ces €léments, on peut penser que le géne MUCSB est
entierement contenu dans ces clones chevauchants et il s’étendrait sur environ une
trentaine de kb. Les séquences nucléotidiques des fragments s'hybridant avec la sonde
JERS7, qui ont été déterminées sur BEN1, BEN2 et CELS et qui sont constituées de
séquences répétées en tandem de 87 pb, permettent de déduire qu'il doit exister une

séquence codante répétitive sur plus de 9 kb (Figure 22).

1.2 Travaux du DEA

Pour progresser dans la recherche des exons dans la région en 5' de cette
séquence répétitive, nous n'avons pas choisti la procédure classique qui aurait consisté &
cribler une banque d'ADNc a l'aide d'une sonde nucléique. En effet cette méthode
aurait nécessité plusieurs mois avec probablement peu de succés puisque l'obtention
d'ADNc en 5' est généralement trés difficile surtout pour les grands transcrits. Nous
avons donc opté pour la méthode RACE-PCR (pour Rapid Amplification cDNA End-
PCR) qui a été¢ développée pour amplifier spécifiquement la partie 5' d'un ARNm
(Frohman et al., 1988). Cette technique m’a permis, lors de mon DEA, de localiser sur
la carte génomique, par la mise en évidence d’un intron, I'extrémité 5° de la région
centrale de MUCS5B. Le principe de la méthode qui a été utilisée est schématisé sur la
figure 23 : la partie 5' d'un ARNm est copi¢ a l'aide d'un oligonucléotide P1 s'hybridant
avec la séquence connue. Puis aprés avoir ligué un oligonucléotide «anchor» simple

brin a lextrémité 5' de I'ADNc, il s'agit d'amplifier cet ADNc par PCR
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Figure 22 :  Résultats acquis en début de thése
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Figure 23 : RACE-PCR selon le protocole préconisé par Clontech
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en utilisant une amorce complémentaire a «I'anchor» et une seconde amorce P2 choisie

en amont de P1.

Nous avons ainsi pu déterminer la séquence de 'extrémité 5° d’un motif riche
en résidus de cystéine qui se trouve juste en amont de la partie répétitive. La région
génomique correspondante a cet ADNc a été sous-clonée a partir du cosmide BENI et
séquencée parallelement au laboratoire. L’alignement de la séquence du plus long
ADNCc (985 pb) obtenu par RACE-PCR et de la séquence génomique nous a permis de

mettre en évidence une région intronique de 500 pb.

1.3 Expression de MUC5B

Les études en dot blots, Northern blots et en hybridation in situ menées au
laboratoire montrent que les sites préférentiels d'expressioh de MUCSB sont la
muqueuse respiratoire, les glandes sous-maxillaires, le pancréas et la vésicule biliaire.
Nous avons donc choisi d'utiliser pour nos études du/des messager(s) de MUCSB de
I'ARN poly(A)” commercial (Clontech) de trachée humaine, de glande salivaire et de

I’ ARN total de vésicule biliaire préparé au laboratoire.

IT OBJECTIFS DE CES TRAVAUX

Le but de ce travail est :
- de déterminer I’organisation génomique compléte du géne de mucine
humaine MUCS5B
- de déterminer s’il existe un ou plusieurs transcrits

- de mettre en évidence un possible épissage alternatif

Notre travail mettra en évidence de fortes similitudes avec d’autres transcrits

de mucines ; st ceci est un outil intéressant pour cloner de nouveaux génes de mucines,
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c’est aussi un obstacle, car il nous faudra pour chaque ADNc cloné, vérifier qu’il

appartient, ou non, au géne MUCSB.

Ce travail doit apporter des réponses ou des €léments de réponse aux
questions suivantes :

- les séquences répétées font-elles partie, comme il a été montré pour
MUCI1 et MUCT7, d’un seul et unique exon ?

- nous avons supposé que le géne s’étend sur une trentaine de kb,
entre un ilot CpG et un signal de polyadénylation. Les flots CpG indiquent la présence
de génes car ils leur sont presque toujours associ¢s. Ces ilots recouvrent généralement
les premiers exons des genes qu’ils balisent. Quelle est la taille exacte du geéne
MUCS5B ? L’1lot CpG recouvre-t-il les premiers exons du gene ?

- peut-on comprendre par I’étude en paraliele du geéne et du/des
transcrit(s) de MUCSB P'extréme hétérogénéité des transcrits des genes de mucines
MUC2, MUC3, MUC4, MUCS5AC, MUC5B, MUC6 et MUCS observée en Northern
blot ?

La séquence peptidique déduite, validera peut-étre le modéle linéaire ou le
modeéle du « moulin & vent » des mucines. L’apomucine MUC5B est-elle capable de
dimériser et de polymériser comme cela a été proposé pour MUC2 ou reste-t-elle sous
forme monomérique comme MUC7? Enfin, MUCSB est-elle une apomucine

sécrétée ? transmembranaire ? a la fois sécrétée et transmembranaire ?

Le peptide déduit nous permettra d’appréhender les fonctions biologiques de
MUCSB et, plus généralement, des mucines. De plus, la bonne connaissance de la
topographie du géne MUCSB est une premiere étape pour 1’étude des éléments

régulateurs du geéne, qu’ils soient en amont, en aval ou a I'intérieur méme du géne.
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III STRATEGIE D’ETUDE

L’état de nos connaissances sur la topographie du géne MUCSE au début de

ce travail de thése est schématisé sur la figure 22.

IT1.1 La région centrale

I11.1.1 Détermination de I’extrémité 3° de la région centrale
Une amorce sens a été synthétisée d’apres la séquence nucléotidique trouvée

dans JERS7 et dans le cosmide BEN2, et une autre amorce, NAU82, antisens et en
aval de la précédente, d’aprées des éléments de séquence de BEN2 situés en aval de la
partie répétitive (Figure 24). Ces 2 amorces ont permis de cloner un produit de RT-
PCR et un produit de PCR effectuée parallélement sur BEN2. La comparaison des
séquences des clones obtenus par RT-PCR et PCR nous a permis de mettre en

évidence un intron en aval de la région répétitive.

II1.1.2 Recherche d’autres introns entre les 2 introns précédemment

définis

Toute la région qui s’étend entre les 2 introns (intron mis en évidence lors du
DEA et intron en aval de la partie répétitive) a entiérement été sous-clonée et
séquencée au laboratoire. Nous avons alors choisi des amorces pour amplifier par RT-
PCR et parallélement par PCR sur le cosmide BEN2 les différentes régions de la partie

centrale de MUCSB (voir Figure 24) afin de trouver éventuellement d’autres introns.

L’analyse des séquences nucléotidiques révéle trois types de domaines répétés
dans la région centrale. Un de ces domaines est constitué de la répétition en tandem du
motif élémentaire de 87 pb. Ces répétitions a plus ou moins grande échelle se
retrouvent aussi pour les sites de restriction. Mais une certaine asymétrie de quelques

sites de restriction nous a aidé pour savoir de quelle zone précise de la partie répétitive
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Figure 24 :  Stratégie d’étude de la région centrale de MUC5B
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étaient issus les fragments. De méme, il a été intéressant de pouvoir travailler avec trois
clones génomiques ne se superposant que sur des longueurs limitées. Ainsi, pour
préparer certains fragments ayant des tailles treés proches mais situés dans des régions
différentes, nous avons pu partir de I'insert cosmidique BEN1 qui ne contient que les
43 kb du co6té 5° de la partie centrale. Si nous n’avions travaillé que sur BEN2, il
aurait été trés difficile de placer dans leur agencement correct les fragments qui se

ressemblent tres fortement.

Nous avons également effectué des expériences de longue PCR sur du
cosmide BEN2 en utilisant des amorces (NAU81 et NAUS2 ; Figure 24) qui encadrent

la région répétitive pour confirmer la taille de cette région.

I1IL1.3 Analyse phylogénétique

Le domaine répété riche en résidus Cys (voir Résultats, §1.3) est présent dans
d’autres mucines humaines et animales. Nous avons alors utilis¢ le programme
PC/Gene pour aligner les séquences nucléotidiques puis le logiciel Excel pour calculer
les homologies entre ces séquences. Ce travail nous a permis d’élaborer un mode¢le

cohérent de I’évolution des geénes humains de mucines localisés en 11p15.5.

II1.2 1.a région carboxy-terminale

IIL.2.1 Le signal de polyadénylation
Un ADNc de 380 pb, TH71, contenant une queue poly(A)” et un signal de

polyadénylation avait été cloné auparavant. Nous avons tout d’abord déterminé sa
séquence nucléotidique compléte. La séquence nucléotidique cosmidique
correspondante a été déterminée. Cette séquence correspond a 'extrémité 3’ de
I'insert phagique CELS5. En fait, elle contient une séquence identique a celle trouvée
dans TH71 sur 67 pb du c6té 3’ et le méme signal de polyadénylation. La région 5° de

cet ADNc comporte des motifs répétés de 87 pb identiques a ceux retrouvés dans la
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région centrale de MUC5B. L’alignement de la séquence du clone TH71 et des
séquences partielles génomiques met en évidence une région intronique putative de
plusieurs kilobases sans signature de site d’épissage (Mount, 1982). Nous avons alors
tenté une premiére expérience de RACE-PCR afin de remonter sur ’ADNc vers la
région centrale. Les ADNc néosynthétisés sont petits (moins de 250 pb), rendant la

progression trés lente.

IIL2.2 La région Carboxy-terminale: région en aval de la région

répétitive

Une séquence partielle du cosmide BEN2 contenant un cadre ouvert de
lecture sur plus de 200 pb a été obtenue. Cette séquence se situe dans le fragment
BglM-Bglll (Figure 25) qui, utilis¢ comme sonde, révéle un continuum sur Northern
blot de trachée humaine, suggérant ainsi que le fragment d’ADN est tout ou partie

exonique.

A partir de cette séquence, nous avons fait synthétiser une amorce sens et une

amorce antisens juste en aval de I’amorce sens.

Nous avons effectué deux RT-PCR chevauchantes en utilisant une troisiéme
amorce sens (NAU71) choisie dans la région exonique juste en aval de ’exon central
(ou se situe NAUS82) et un quatriéme oligonucléotide, antisens et choisi dans
Iextrémité 3° du TH71. L’ADNc complet de la partie C-terminale a ainsi pu étre

synthétisé et cloné.
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Figure 25 : Stratégie d’étude de la région carboxy-terminale de MUC5B
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I11.3 La région amino-terminale

I11.3.1 RACE-PCR selon le protocole préconisé par Clontech

Une premiére expérience de RACE-PCR nous avait permis de délimiter lors
de mon DEA l'extrémité 5' de la région centrale. Nous avons effectué ensuite 2
réactions de RACE-PCR successives afin de remonter vers l'extrémité 5' de ’ARNm
(Figure 26). Les 2 ADNc chevauchants clonés (600 et 200 pb) ont été séquencés. Les
fragments cosmidiques correspondants ont €té sous-clonés et séquencés afin de vérifier
que les ADNc amplifiés proviennent bien du géne MUCS5B et non dun géne

homologue.

I11.3.2 RT-PCR utilisant des amorces dégénérées

La séquence peptidique déduite des ADNc précédents est tres homologue a la
séquence peptidique du domaine D3 du pro-vWF (région N-terminale), domaine déja
retrouvé dans la partie amino-terminale de MUC2, de I’homologue de MUC2 chez le
rat et de HGM-1 (ADNc de MUCS5AC). Afin d'avancer plus rapidement vers
l'extrémité N-terminale de MUCSB, nous avons adopté une nouvelle stratégie en
supposant que MUCSB devait avoir une construction tres similaire a celles de MUC2,
de I'homologue de MUC2 chez le rat, de MUCSAC et donc aussi du pro-vWF. Nous
avons donc supposé que I’apomucine issue du gene MUCSE possédait en amont de sa
région répétitive de type mucine, 3 domaines D (D1, D2 et D3) similaires a ceux
retrouvés dans le pro-vWF. Une amorce sens, appelée NAU101, ayant une séquence
dégénérée déduite de l'alignement des séquences nucléotidiques publiées d’HGM-1 et
des régions les plus conservées des parties amino-terminales du pro-vWF, de Rat-
Muc2 et de MUC2, a été synthétisée (Tableau IX). Cette amorce est un 19-mers
représentant 128 (27) combinaisons possibles. Par ailleurs, nous avons choisi, d’aprés
les séquences des ADNc obtenus par RACE-PCR, une deuxiéme amorce antisens

spécifique de MUCSB (NAUT6).
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Tableau IX : Choix de I'oligonucléotide dégénéré NAU101

pro-vWF D1
pro-vWF D2
pro-vWF D3
MUC2 D1
MUC2 D2
MUC2 D3
rat-Muc2 D1
rat-Muc2 D2
rat-Muc2 D3
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Nous avons vérifié que I’amorce NAU101 marquée au y>°P s’hybride bien sur
des Southern blots de BEN1 4 trois régions de la partie amino-terminale de MUC5B.
Un premier ADNc a été amplifié par RT-PCR (NAU101/NAU76), cloné et séquencé.
Une nouvelle amorce antisens, NAU111, spécifique du géne MUCS5B a été synthétisée
d'apres la séquence nucléotidique amino-terminale de cet ADNCc et ceci, apres avoir
vérifié par séquengage direct sur le cosmide BEN1, que cet ADNCc était bien issu de
MUCS5B. Couplée a l'amorce sens dégénérée NAU101, elle a permis d'amplifier un
nouvel ADNc. Nous avons vérifié par la méme technique que précédemment son
appartenance au geéne MUCS5B. Une nouvelle amorce antisens, NAU114, a été
synthétisée d'apres la séquence amino-terminale de ' ADNc néosynthétisé. Une derniere
expérience de RT-PCR a été effectuée avec cette amorce et l'amorce sens dégénérée
(Figure 26). De méme, nous avons vérifi¢ que cet ADNc était bien un produit du gene

MUCSB par séquengage direct sur le cosmide BENT.

Nous avons effectué parallelement 2 longues PCR sur BEN1 afin de mesurer

les distances génomiques entre NAU101 et les 2 amorces NAU111 et NAU114.

II1.3.3. RACE-PCR selon le protocole préconisé par Boehringer

Puisque les séquences de ces ADNc de MUCSB sont trés homologues a la
séquence amino-terminale de MUC2 et du pro-vWF, il y a tout lieu de penser qu'il
reste a peu pres 600 pb d'ADN codant & cloner en amont du dernier ADNc obtenu.
Des amorces antisens ont été choisies d'apres la séquence nucléotidique amino-

terminale de cet ADNCc afin d’effectuer une réaction de RACE-PCR.

Le systéme commercialisé par la société Clontech nous semblant peu efficace,
nous avons effectué une expérience de RACE-PCR en utilisant le systéme « 5°/3’
RACE » de Boehringer. Le principe reste identique a celui décrit précédemment mis &
part qu’on ne ligue pas un oligonucléotide monobrin aminé a I’extrémité 3° de I’ADNc

mais on y synthétise une queue poly(A) (Figure 27). Une premiere amplification utilise
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Figure 27: RACE-PCR selon le protocole préconisé par Boehringer
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ere

une amorce poly(T)-anchor. Puis, une seconde amplification sur le produit de la 1

PCR utilise I’amorce «anchor.

111.3.4 Extension d’amorce

Afin de confirmer que le dernier ADNc cloné par RACE-PCR contient
Iextrémité 5° du/des transcrits de MUCS5B, nous avons effectué des expériences
d’extension d’amorce a partir de 2 oligonucléotides monobrins antisens distants entre
eux de quelques dizaines de paires de bases et situés a moins de 300 nucléotides de

Iextrémité 5> supposée.
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RESULTATS

I LA REGION CENTRALE

1.1 Les domaines répétés en tandem de MUCSB appartiennent a2 un

unique exon central.

Le géne MUCSB est cloné, tout ou partie, dans les 2 cosmides chevauchants
BENI et BEN2. La partie « tandem repeat » de MUCSB est codée par un unique exon
de 10713 pb. La séquence nucléotidique est disponible dans la banque de données

GenBank™ sous le numéro d’accession Z72496.
Les résultats sont présentés dans la publication suivante :
« Human mucin gene MUCSB, the 10.7-kb large central exon encodes

various alternate subdomains resulting in a super-repeat. STRUCTURAL EVIDENCE FOR

A 11P15.5 GENE FAMILY »
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Human Mucin Gene MUC5B, the 10.7-kb Large Central Exon
Encodes Various Alternate Subdomains Resulting in a Super-repeat

STRUCTURAL EVIDENCE FOR A 11p15.5 GENE FAMILY*
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Human mucin gene MUC5B is mapped clustered with
MUC6, MUC2, and MUC5AC on chromosome 11p15.5. We
report here the isolation of three overlapping genomic
clones of human MUC5B spanning approximately 40 ki-
lobases. We have determined their partial restriction
maps and the intron-exon boundaries of the central re-
gion encoding a single open reading frame. This coding
region has been completely sequenced. Its length is
10,713 base pairs, and it encodes a 3570-amino acid pep-
tide. Nineteen subdomains have been individualized.
Some subdomains show similarity to each other, creat-
ing larger composite repeat units that we have called
super-repeats. Four super-repeats of 528 amino acid res-
idues are thus observed within the central exon. Each
comprises (i) a subdomain composed of 11 repeats of the
irregular repeat of 29 amino acid residues, (ii) a unique
conserved subdomain with no typical repeat, and (iii) a
cysteine-rich subdomain. This latter subdomain has
high sequence similarity to the cysteine-rich domains
described in MUC2 and MUC5AC. Sequence data of
these three genes, together with their clustered organi-
zation, lead us to suggest that they may be a part of a
multigene family. The super-repeat present in MUC5B is
the largest ever determined in mucin genes and the
central exon of this gene is, by far, the largest reported
for a vertebrate gene.

Mammalian respiratory, gastrointestinal, and reproductive
tracts are protected by mucus secretions, of which the major
components are the mucins. The mucins form a heterogeneous
group of high molecular mass, polydisperse, highly glycosy-
lated macromolecules. They are synthesized and secreted by
specialized cells in the epithelium.

Considerable advances have been made over the past years
toward our understanding of the structure and function of
mucin glycoproteins. The isolation of mucin cDNA clones intro-
duced a new approach to the structure of the mucins. Until
now, at least eight human mucin genes have been identified

*This work was supported by “La Ligue contre le Cancer,”
“IAssociation de Recherche contre le Cancer,” and “I'Association Fran-
caise de Lutte contre la Mucoviscidose.” The costs of publication of this
article were defrayed in part by the payment of page charges. This
article must therefore be hereby marked “advertisement” in accordance
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact.

The nucleotide sequence(s) reported in this paper has been submitted
to the GenBank™/EBI Data Bank with accession number(s) 272496
(HSMUCS5BEX).

§ The first two authors contributed equally to this work and should
therefore be considered as equal first authors.

| To whom correspondence should be addressed. Tel.: 33-3-20-29-88-
59; Fax: 33-3-20-53-85-62; E-mail: laine@biserte.lille.inserm.fr.
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(see Ref. 1 for review). The chromosomal localization of these
genes has been established: four of them, MUC2, MUCS5AC,
MUCS5B, and MUCS, are clustered on 11pl5.5 between the
HRAS and IGF2 genes, MUCI is on 1q21-24, MUC3 on 7922,
MUC4 on 3q29, and MUC7 on chromosome 4q13-21. Recently,
a cDNA called pAM1 has been cloned from a human tracheal
library and localized on chromosome 12 (2). Three novel cDNAs
have been reported: NP3a from a human nasal polyp library
(8), L31 from a HT29-MTX cell line library (4), and HGM-1
from a human stomach library (5). Their sequences show that
they correspond to some parts of the MUC5AC gene. More
recently, a novel ¢cDNA (pSM2-1) from human sublingual
gland has been described (6). MUC1, which is developmentally
regulated and aberrantly expressed by carcinomas, encodes a
membrane-associated mucin-like glycoprotein. In contrast, the
other described genes code for secreted mucins (1). Mucins
present extended arrays of tandemly repeated sequences, pro-
ducing a protein core rich in potential O-glycosylation sites and
having a high content of serine, threonine, proline, glycine, and
alanine. The tandem repeat units vary in length from as few as
24 bp' in MUC5AC (7) to 507 bp in MUC6 (8). The tandem
repeat domain is flanked on either side by nonrepeat regions.
In the MUC2 gene product, these tandem repeats are flanked
by cysteine-rich subdomains of approximately 845 residues
upstream and 700 residues downstream. Both cysteine-rich
subdomains have sequences similar to the D-domains of hu-
man pro-von Willebrand factor (9, 10). Some parts of these
D-domains are also found in NP3a (3) and in HGM-1 (5).
Moreover, the MUCZ2 gene has upstream to the tandem repeat
a region of imperfectly conserved repeats flanked by another
type of cysteine-rich domain (11). This latter domain has also
been described in HGM-1 (5), twice in MUCB5AC (12), and also
in its related cDNAs (3, 4).

Mucins are essential for the protective properties of the
mucus (13, 14). In addition it is becoming apparent that an
abnormal expression of the mucin genes occurs in various dis-
ease states and in conditions associated with a high risk of
adenoma or carcinoma (15-17). Therefore, the study of the
factors responsible for the regulation of mucin expression is of
great interest. With this goal, it is necessary to acquire a
detailed knowledge of the genomic structure of the mucin
genes. The complete sequences of MUC1 (18), MUC2 (11, 9, 19),
and MUC7 (20) ¢cDNAs have been described. However, only
partial ¢cDNA sequences are published for the other mucin
genes. The whole genomic structure is only known for MUCI
(21), although the partial genomic organization of MUC7 has

! The abbreviations used are: bp, base pair; kb, kilobase(s); nt, nucle-
otide; aa, amino acid; PCR, polymerase chain reaction; RACE, rapid
amplification of cDNA ends; RT-PCR, reverse transcription PCR.

This paper is available on line at http://www-jbc.stanford.edu/jbc/
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TaBLE I
Sizes (kb) of the DNA fragments obtained with various restriction enzymes and hybridizing with the JER57 probe

Bam HI Bgl 11 Eco RI Hind 111 Kpn1 Pst 1 Xbal Xhol

1.6 18 >30 25 8 14 >30 25

11 2.2 1.25 3.7

0.4 2.1 0.95 1.6

1.6 0.65

also been reported recently (22).

We have previously described four human tracheobronchial
cDNA clones with degenerate 87-bp tandem repeats belonging
to the human MUC5B gene (23). Our laboratory has focused
considerable attention upon this gene which is expressed in
mucous glands of tracheobronchial tissue, submaxillary
glands, gall bladder, and endocervix (24-26).

In this paper, we present the partial restriction map of the
three overlapping genomic clones of the MUCS5B gene spanning
more than 40 kb and the complete sequence of its central exon
which encompasses 10,713 bp and codes for a 3570-amino acid
peptide. Nineteen subdomains are individualized. Some subdo-
mains show similarity to each other, creating larger composite
repeat units that we call super-repeats. In addition to the
tandem repeat of 29 amino acid residues as described previ-
ously (23), which we now define as being irregular or imper-
fectly conserved, four repeats of 528 amino acid residues are
observed within the central exon. Each comprises 11 repeats of
the irregular repeat of 29 amino acid residues, a unique con-
served domain of 111 amino acid residues with no typical
repeat but rich in threonine, serine, and alanine and a cysteine-
rich region of 108 amino acid residues. This latter subdomain
has sequence similarity with cysteine-rich domains of MUC2
and MUCSAC or its related cDNAs. This super-repeat is the
largest ever determined in muecin genes.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Southern Blot Analysis— DNA from 20 healthy unrelated volunteers
was prepared from leukocytes. It was digested with the following re-
striction endonucleases: BamHI, Bglll, EcoRl, Hindlll, Kpnl, Pstl,
Xbal, and Xhol. Fragments were separated by electrophoresis in phos-
phate buffer through 1% agarose gel, transferred to a nylon membrane,
and hybridized as described previously (23).

Library Screening—JERS57, the longest cDNA of MUC5B isolated
previously (23), was first used as a probe to screen a genomic EMBL4
phage library (12). One positive clone CEL5 was isolated and studied.
Other screenings only gave the same clone.

To isolate larger genomic clones of the MUC5B gene, we screened a
human placenta genomic DNA library in pWE15 cosmids provided by
Stratagene using the JER57 probe. Two positive clones BEN1 and
BEN2 were isolated and studied.

Restriction Mapping of Cosmids—The restriction mapping strategy
of Wahl et al. (27) was slightly modified as follows. Cosmids were
digested to completion with the restriction enzyme NotI. For each of the
other restriction enzymes used, one part of this NotI-digested cosmid
was digested to completion and a second part partially digested with the
enzyme in order to generate a set of fragments that began at the T7 or
T3 promoters and ended at the site of cleavage of the chosen enzyme.
These NotI-terminated digestion products were fractionated on an aga-
rose gel (0.6%) and blotted to Hybond™-N* membrane (Amersham
Corp.) by capillary blotting overnight. The fragments were then
mapped relative to the T7 or T3 promoters by hybridizing the blot with
end-labeled oligonucleotide-sequencing primers specific for these
promoters.

5' RACE —The 5' AmpliFINDER RACE kit (Clontech, Inc., Palo Alto,
CA) was used to synthesize first strand ¢cDNA from 2 pg of human
tracheal poly(A)” RNA obtained from Clontech with NAUS58 as first
primer (5'-TTGTAGCACATCTTGAAGACGCCC-3’, antisense nt 776-
799) followed by the ligation of the 5’ anchor adapter. The RACE-PCR
was performed in 50-ul reaction volumes containing 5 ul of 10 X buffer,
5 wl of 10 mM deoxynucleoside triphosphates, 2.5 wl of reversed tran-
scribed target ¢cDNA, 10 pmol of each primer (NAU57, 5'-ACGGATC-
CCCTGCACACCAGGCCGAAGTG-3’, antisense nt 741-762 with un-
derlined nucleotides added in 5’ to generate a BamHI restriction site

and 5’ anchor primer), and 1.5 units of Tag DNA polymerase (Boeh-
ringer Mannheim). After overlaying with 50 ] of mineral oil (Sigma),
the mixture was denatured at 94 °C for 3 min followed by 30 cycles at
94 °C for 1 min, 71 °C for 1 min, 72 °C for 2 min. The elongation step
was extended for an additional 10-min period. Secondary amplification
was performed using 2.5 ul of the primary amplification product. The
thermal cycling protocol used was the same as for the primary RACE
amplification.

RNA Extraction—Total RNA was extracted from a human gall blad-
der using the guanidine isothiocyanate/CsCl method (28, 29).

Reverse Transcription and Amplification — A sample (0.5 pg) of hu-
man tracheal poly(A)™ RNA (Clontech) and a sample (1 ug) of total RNA
extracted from human gall bladder were reverse-transcribed with the
1st-STRAND™ c¢DNA synthesis kit (Clontech) using random primers
according to the manufacturer’s instructions.

The first strand ¢cDNA (8 ul) and cosmid DNA (30 ng) were amplified
by PCR with various primers: NAU112 (antisense) 5'-ACCAGGCT-
GGGCCTGGGCACGGCA-3' (nt 3105-3129), NAU113 (sense) 5'-GAC-
GACTACAGCCACTGCCCCAGTACCCTA-3’ (nt 1671-1697), NAUS1
(sense) 5'-CCAACTGGACCCTGGCACAGGTG-3' (nt 694-716), NAU82
(antisense) 5'-GACTGAGGAGGACACAGTGGACACG-3’ (nt 10601~
10625), NAU128 (sense) 5'-CGTGTCCACTGTGTCCTCCTCAGTC-3'
(nt 10601-10625), NAU71 (antisense) 5'-AGTGCTGATTGCACACT-
GCGT-3' (in the first exon downstream the central exon), NAU136
(sense) 5'-TTCAACTATGAAATCCGTGTGTTC-3' (nt 8493-8516)

The thermal cycling protocol used was the same as the one described
above except that the annealing temperature was 62 °C. PCR experi-
ments were performed using a Perkin-Elmer apparatus.

Cloning of Amplification Products--RACE-PCR products were sepa-
rated by electrophoresis. Parts of the gel containing bands of interest
were excised and the DNA was purified using Glassmilk (BIO 101, Inc.)
and cloned into pGEMT vector (Promega). PCR products were purified
using Preps DNA purification resin (Promega) and cloned into pMOS-
blue vector (Amersham).

Cloning in pKS—The fragments of interest from phage or cosmid
clones were subcloned into the pBluescript KS(+) vector from
Stratagene.

Plasmid DNA Purification —We used the Wizard™ minipreps DNA
purification system (Promega).

DNA Sequencing and Sequence Analyses—The clones were se-
quenced on both strands by the dideoxy chain termination method
using a-*53-dATP with Sequenase version 2.0 (U. S. Biochemical Corp.),
Sequitherm (TEBU), or the T Sequencing™ kit (Pharmacia Biotech
Inc.). They were sequenced using synthetic oligonucleotides correspond-
ing to the T7 and T3 primers of the pKS plasmid, to the T7 and —40
primers of the pGEMT or pMOSblue vector. Part of the sequence was
determined by primer walking using primers specific to the MUC5B
gene. Analyses of nucleic acid and protein sequence data were per-
formed using PC/GENE Software.

To perform DNA sequencing directly on cosmids (2 ug), we had to
anneal at 37 °C for 30 min and to use 5 pmol of primers instead of 0.5
pmol when sequencing DNA in plasmids using the Sequenase version
2.0. The nucleotide sequence reported in this paper has been submitted
to the EMBL Data Bank with accession number Z72496.

RESULTS

Southern Analysis—Human genomic DNA from leukocytes
of 20 healthy unrelated volunteers was digested with BamH]I,
Bglll, EcoRI, Hindlll, Kpnl, Pstl, Xbal, and Xhol. The sizes of
the fragments obtained and hybridized with the JER57 probe
are indicated in Table I. These results indicated the fragments
of interest recognized with the JER57 probe. We isolated all
these fragments from a phage or a cosmid genomic library and
sequenced them to obtain the complete sequence recognized
with the JERS7 probe (see below).

Isolation and Restriction Mapping of MUC5B Genomic DNA
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FiG. 1. Partial restriction map of the three overlapping genomic clones. CELS5 is a phage clone. BEN1 and BEN2 are cosmid clones. The
thicker line represents the central exon. Numbers stand for the lengths (kb) of the fragments obtained with various restriction enzymes: B, BamHI;
Bg, Bglll; E, EcoRl; H, Hindlll; K, Kpnl; P, Pstl; N, Notl; Bss, BssHII; and S, Sacll.

Clones—The EMBL4 human genomic library has been
screened with the JER57 probe, and one positive clone with an
insert of approximately 12 kb called CEL5 was obtained. The
JERS57 probe hybridized with one BamHI-BamHI fragment of
1.1 kb (indicated in Figs. 1 and 24) situated in the 5’ part of
this clone. This fragment was completely sequenced. Other
screenings of the EMBL4 genomic library only gave the same
clone. This led us to screen a human placenta genomic DNA
library in cosmid vector pWE15 using JER57 as probe. Two
cosmid clones containing inserts of approximately 40 kb were
obtained and called BEN1 and BEN2. The partial restriction
map of the three clones (CELS5, BEN1, and BEN?2) is indicated
in Fig. 1. BEN1 contains a CpG island, since restriction sites
such as BssHII and NotI are close together (30, 31). This island
is located at 24 kb from the 5’-end of the insert and corresponds
to the I 8 CpG island on the macrocartography performed in the
11p15.5 region (32). BEN2 overlaps the 3’ region of BEN1 on 16
kb and overlaps completely the CEL5 clone. We have found on
these clones all the restriction fragments corresponding to the
fragments recognized with the JER57 probe and observed on
Southern blots of genomic DNA (Fig. 1 and Table I).

Strategy for the Sequencing of the Cosmid Genomic Frag-
ments Hybridizing with the JER57 Probe— We prepared, sub-
cloned into pBluescript KS(+) and sequenced all the fragments
indicated in Fig. 2A at the top. Various restriction fragments
derived from these clones were also subcloned to determine the
entire sequence. We distinguished the fragments obtained from
BEN2 only (with an asterisk). One fragment BamHI-BamHI of
1.1 kb was obtained from BEN2 and from CELS5 (noted with an
asterisk and ++++). Since some fragments had the same
lengths but were at various positions, we had to carefully
isolate them starting from larger fragments unambiguously
positioned, obtained for example only from BENZ, or for others
only from BEN1. Due to an extremely high proportion of GC
residues, many sequence problems were encountered. Sub-
clones were thus sequenced several times before a reliable
sequence was obtained.

Determination of Intron-Exon Boundaries on Each Side of
the Central Exon—To obtain ¢cDNAs upstream of the central
tandem repeat region we used 5' RACE-PCR with the primers
NAUS58 and NAU57 chosen in a nonrepeat region in 5' of the

central region. The amplification products were analyzed by
agarose gel electrophoresis. Four ethidium bromide-stained
bands ranging from 0.4 to 1 kb were obtained (data not shown)
and cloned into pGEMT vector. Several transformants were
isolated and sequenced. The nucleotide sequence showed that
the 3’-ends of all the clones sequenced overlap with the
genomic sequence. The comparison of the sequence of the long-
est cDNA (985 bp) with the sequence of the fragment BamHI-
Kpnl of 1.35 kb (noted with a vertical arrow on the left in Fig.
24) from the cosmid BEN1 indicates an intron of 468 bp (nu-
cleotide sequence not shown), thus identifying the 5’-end of the
central exon. Splice acceptor and donor sequences agree with
the “GT-AG” rule (33).

To determine the 3'-end of the central exon we performed
RT-PCR using two primers (NAU128 and NAU71, their posi-
tions are shown on Fig. 24) on human RNAs from tracheobron-
chial tissue and from gall bladder. Then we compared the
sequences obtained after subcloning into pMOSblue vector
with those determined on fragments of the cosmid located 3’ of
the central exon: fragment BamHI-Sacll ~ 1.7 kb and PstI-
Sacll ~ 1.3 kb (noted with vertical arrows on the right in Fig.
2A). The presence of an intron at 27 bp downstream from the
site Pstl evidenced by comparing the sequences of the two
¢DNAs obtained with the genomic sequence. Splice acceptor
and donor sequences agree with the GT-AG rule (33).

In order to confirm that the sequence was in the correct
order, we performed restriction maps of overlapping fragments
such as the 8-kb Kpnl-Kpnl fragment from BEN2 or the 5.5-kb
HindIlI-NotI 3'-end fragment from BEN1 (Fig. 1).

To confirm that this sequence forms only one exon, addi-
tional PCR products were produced using various pairs of prim-
ers (see Fig. 2A4). We compared the lengths and the sequences
of the fragments obtained first by RT-PCR on gall bladder or
tracheobronchial RNA and by PCR on genomic DNA (cosmids
BEN1 or BEN2). Using NAU81 and NAU112 we obtained
fragments of ~2500 bp, using NAU113 and NAU112 fragments
of ~1400 bp, using NAU82 and NAU136 fragments of ~2100
bp. In each case, we obtained the same lengths and the same
sequences with either cDNAs or genomic DNA as matrices. No
intron was detected in this way. Thus the sequenced region
consists of a single long open reading frame which extends over
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F1c. 2. Sequencing strategy, BamHI restriction map, and schematic protein subdomains diagram of the open reading frame. A at
the top shows the subcloned fragments of the central exon. The following restriction sites are displayed: B, BamHI; H, HindIIl; K, Kpnl; P, Pstl;
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within the central exon (underlying diagram). The primers and their directions (not to scale) are indicated by horizontal open arrows and their NAU
numbers (their sequences are given under “Experimental Procedures”). B, representation of the deduced amino acid sequence of the open reading
frame. The 19 subdomains are depicted: B, cysteine-rich subdomains; B B ], R subdomains containing the imperfectly conserved 87-bp repeat; &,
R-end subdomains; lollipop symbol, potential N-glycosylation site. The four super-repeats UpA, UpB, UpC, and UpD are indicated. The amino acid

scale is depicted beneath.

10,713 bp (submitted to the EMBL Data Bank with accession
number Z72496) coding for 3570 amino acid residues and lead-
ing to a polypeptide core with a calculated M, of 370,000.

Comparison with the cDNAs Described Previously —The nu-
cleotide sequences of the previously isolated ¢DNAs JUL10,
JER28, and JUL7 (23) have been positioned within the central
exon. JUL10 is at position 5272-6258. JUL7 overlaps JER28.
They are respectively positioned at 8510-10143 and at 9172-
9732. Some small differences in sequence were observed be-
tween the genomic sequence determined here and these cDNAs
as determined previously by us (23). As we did not succeed to
position the JER57 sequence as reported by us (23), we rede-
termined its nucleotide sequence (accession number X74955
with correction submitted to the EMBL Data Bank). The rea-
son for this discrepancy between this newly determined se-
quence of JER57, which is at position 8361-10222, and our
previous work is explained under “Discussion.”

These ¢cDNAs were obtained by screening a human tracheo-
bronchial tissue cDNA expression library using antibodies (23).
Their deduced amino acid sequences allowed us to choose the
appropriate open reading frame of the central exon continuous
with that of their sequences.

Analysis of the Nucleotide Sequence and of the Deduced
Amino Acid Sequence—Nineteen subdomains are individual-
ized and are indicated in Fig. 2B. Seven code for cysteine-rich
subdomains called Cysl (aa 6-112), Cys2 (aa 176-283), Cys3
(aa 457-565), Cys4 (aa 986-1093), Cys5 (aa 1515-1622), Cys6
(aa 2213-2320), and Cys7 (aa 2742-2849). Their amino acid
sequences are displayed in Fig. 3. Their average amino acid

composition 1is given in Table II (column Cys). These subdo-
mains are rich in cysteine residues (9.3%). In Fig. 3 is also
shown the similarity between these cysteine-rich subdomains
and homologous domains found in other mucins such as human
MUCS5AC or related ¢cDNAs (3, 5), mouse Mucbac (34), pig
gastric mucin (35), human MUC2 (9), and rat MUC2 homo-
logue (36). In addition to the remarkable conservation of the
cysteine residues, the conservation of numerous amino acid
residues (bold boxes or boxes in Fig. 3) such as tryptophan,
proline, arginine, and glycine is to be noted, especially between
MUC5B and MUCSAC and its related cDNAs. There is one
conserved potential O-glycosylation site in each of these cys-
teine-rich subdomains (boxed together with a tryptophan resi-
due in the upper part of Fig. 3). No potential N-glycosylation
site exists. The Cys4 to Cys7 subdomains of MUC5B mucin
present a perfect sequence similarity except in three positions.
The average amino acid composition of the seven cysteine-rich
subdomains (see column Cys in Table II) is very similar to that
of domain III in HGM-1 (5) (Fig. 3). It is noticeable that all but
2 of the cysteine residues of the central exon are in the cysteine-
rich subdomains. 31 out of the 32 tyrosine residues present in
the central exon are in the cysteine-rich subdomains.

The first two subdomains between Cysl-Cys2 and Cys2-
Cys3, subdomains R01 (64 amino acid residues) and R02 (174
amino acid residues), respectively, are enriched with threonine,
serine, proline, and alanine (Table II), but no typical repeats or
even imperfect repeats can be discerned. Searching of the Gen-
Bank™ data base indicated that these sequences were not
identical with any registered sequence. A certain similarity
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animal mucins. Sequences were deduced from nucleotide sequences and were aligned to give maximum identity with a minimal number of gaps.
JUL32, JER47-1, and JER47-2 are parts of MUC5AC (12); domains III, V, and VII are from HGM-1 (5); NP3a (3), CRRI, and CRRII are from mouse
MucBac (34); MUC2-1 and MUC2-2 (9); rat MUC2 homologue (36); PGM-2A is from pig (35). Conserved cysteine residues are shadowed. Bold
boxed-in positions have 90-100% conservation, and boxed positions have from 70 to 90% conservation. Serine and threonine residues were boxed

together.

with other mucins, especially MUC1 or MUC2, is due to the
typical amino acid composition of mucins.

Five subdomains (RI to RV) composed of various numbers of
87-bp imperfect tandem repeats are encountered downstream
of the regions coding for the cysteine-rich subdomains Cys3 to
Cys7. The alignment of the corresponding nucleotide sequences
is shown in Fig. 4A4. Domains RI, RII, and RIV are very similar.
Each contains 11 imperfectly conserved repeats of 87 bp. The
comparison is more obvious when looking at the deduced amino
acid sequences (Fig. 4B). The subdomain RIII contains the
same 11 irregular repeats of 29 amino acid residues from RIII-6
to RIII-17 (except RIII-7). Moreover, RIII-1 to RIII-5 are very
similar to the first five repeats of subdomains RI, RII, and RIV.

The subdomain RV is composed of 22 irregular repeats. RV-1 to
RV-5 are also very similar to the first five repeats of the
subdomains RI to RIV. RV-6 to RV-17 (except RV-7 and RV-9)
are similar to the 11 imperfectly conserved repeats of the other
R-subdomains except for the insertion of the pentapeptide
PTTTT in RV-14. Beneath the alignment is indicated the con-
sensus sequence of this imperfectly conserved repeat and the
percentages of the indicated amino acid residue(s). One serine
residue has 100% conservation and 6 amino acid residues have
more than 80% conservation. As far as all the five R-subdo-
mains are concerned, 44 units have the 29-amino acid residue
repeat out of the aligned 72 units. The others are composed of
28, 27, or 26 amino acid residues, although one contains 32
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TaBLE 11
Amino acid compositions deduced from the nucleotide sequences of the various types of subdomain in the central exon
The number of residues (Nb) and their percentage (%) are indicated for each subdomain type. The first five amino acid residues of the central
exon are not included. Results for amino acid residues of interest (Cys, Ser, Thr) are in bold type.

Subdomains

Amino acid RO1 RO2 Cys R R-end RO3
Nb % Nb % Nb % Nb S Nb % Nb %
Ala 7 11.1 16 9.2 38 5.0 212 10.3 35 7.9 6 8.0
Arg 1 1.6 8 4.6 44 5.8 30 1.5 19 4.3 3 4.0
Asn 0 0.0 1 0.6 28 3.7 11 0.5 0 0.0 0 0.0
Asp 0 0.0 0 0.0 37 4.9 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Cys 0 0.0 0 0.0 70 9.3 0 0.0 1 0.2 1 1.3
Gln 3 4.8 6 3.5 43 5.7 18 0.9 5 1.1 1 1.3
Glu 2 3.2 8 4.6 58 7.7 22 1.1 8 1.8 0 0.0
Gly 4 6.3 12 6.9 73 9.7 109 5.3 25 5.6 3 4.0
His 0 0.0 0 0.0 11 1.5 35 1.7 22 5.0 1 1.3
Ile 1 1.6 0 0.0 15 2.0 47 2.3 10 2.3 0 0.0
Leu 3 4.8 15 8.7 48 6.3 92 4.5 20 4.5 5 6.7
Lys 1 1.6 1 0.6 17 2.2 24 1.2 4 0.9 0 0.0
Met 0 0.0 2 1.2 17 2.2 22 1.1 0 0.0 2 2.7
Phe 0 0.0 1 0.6 31 4.1 12 0.6 0 0.0 7 9.3
Pro 10 15.9 24 13.9 55 7.3 237 11.5 63 14.2 9 12.0
Ser 11 17.5 23 13.3 41 5.4 314 15.3 81 18.2 15 20.0
Thr 15 23.8 51 29.5 32 4.2 765 37.2 135 304 15 20.0
Trp 1 1.6 1 0.6 17 2.2 23 1.1 4 0.9 0 0.0
Tyr 0 0.0 1 0.6 31 4.1 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Val 4 6.3 3 1.7 50 6.6 81 3.9 12 2.7 7 9.3
Total 63 100 173 100 756 100 2054 100 444 100 75 100

residues. The amino acid composition (Table II) shows an ex-
tremely high threonine content (37%) and high serine, proline,
and alanine contents. There are numerous potential O-glyco-
sylation sites. The sequence TXXP, which has been implicated
as a major site for GalNAc addition, is found in most of the 72
repeats (5, 37). These regions are likely to be heavily glycosy-
lated. Moreover, one potential N-glycosylation site exists in
each R-subdomain, and it is noticeable that the surrounding
sequences are exactly the same for the potential N-glycosyla-
tion sites situated in RI, RII, RIII, and RIV (TPPVP N TTATT).

Concerning the sequences called Rl-end, RII-end, RIIl-end,
and RIV-end, the alignment of their nucleotide sequences (Fig.
5A) shows a striking similarity. A consensus sequence is indi-
cated. The amino acid sequences are aligned in Fig. 5B. The
111 amino acid residues present a perfect sequence similarity
to each other except in eight positions. Searching of the Gen-
Bank™ data base indicated that these sequences are not iden-
tical with any registered sequence. A certain sequence similar-
ity with other mucin genes is only due to the high percentage of
threonine, serine, proline, and alanine (Table II) encountered
in these sequences. There are numerous potential O-glycosyla-
tion sites and five TXXP sequences are present in each R-end
subdomain.

The central exon ends with a 75-amino acid peptide that we
have called R03, since it consists of a sequence different from
those of the other subdomains of the MUCS5B central exon. It is
enriched in threonine, serine, proline, phenylalanine, and va-
line (Table II), but no typical repeat exists. It is different from
the sequences found at the 3'-ends of the tandem repeats of
MUC5AC (3, 4) and of MUCZ2 (9).

Close examination brought to the foreground the existence of
a super-repeat found four times within the MUC5B central
exon that we have called UpA, UpB, UpC, and UpD (Fig. 28).
Restriction mapping and sequence determination have shown
that the BamHI digestion sites approximately flank the super-
repeats (Fig. 24). The BamHI digestion sites are quite regu-
larly distributed within the central exon. This super-repeat
consists of a R-subdomain with 11 imperfect repeats of 29
amino acid residues followed by a R-end subdomain and a
cysteine-rich subdomain. It contains 528 amino acid residues.

The alignment of these four super-repeats has been performed
{(not shown since the alignments of the various sequences ex-
isting in these super-repeats have already been shown in Figs.
3, 4B, and 5B). They present a striking similarity except in the
11 positions noticed before (in the R-end and the cysteine-rich
subdomains) and in 54 positions in the first part of the super-
repeat composed of the 11 imperfectly conserved repeats of 29
amino acid residues.

DISCUSSION

We report here the isolation of three overlapping genomic
clones of the human MUC5B mucin, one from a phage library
(CELS5) and two from a cosmid library (BEN1 and BEN2) using
the longest cDNA of MUC5B that we had previously isolated in
the laboratory and called JER57 (23). MUC5B has been
mapped clustered with MUC6, MUC2, and MUCS5AC to chro-
mosome 11p15.5. The partial restriction map of the three over-
lapping clones has been determined. We have also determined
the intron-exon boundaries of the central region encoding a
single open reading frame. This coding region has been com-
pletely sequenced. Its length is 10,713 bp, and it codes for 3570
amino acid residues. MUC5B is expressed in mucous glands of
tracheobronchial tissue, submaxillary glands, gall bladder, and
endocervix (24-26). RT-PCR experiments carried out on total
RNA from human gall bladder or on human tracheal poly(A)™
RNA unambiguously demonstrated that this open reading
frame consists of a single exon and does not contain any intron.
It was not possible to amplify the complete length of this open
reading frame by RT-PCR using the two primers, NAU81 and
NAUS82, that are on both ends of the central exon. However, by
performing different amplifications using more closely situated
primers, in particular in the MUC35B specific part of the cys-
teine-rich domains, we were able to produce fragments exhib-
iting the same lengths and the same sequences as those in the
cosmid clones. No difference was found in the common se-
quences determined on the genomic clones from the two librar-
ies, even though they came from two unrelated individuals.
This gene differs from MUCI and MUC2 for which variable
numbers of randem repeats polymorphisms have been demon-
strated (38, 11). Since the repeat unit of 87 bp is imperfectly
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RI

1 GCCACGCCCTCCTCAACTCCGGGGACG
2 GCCACCGCCTCCTCCACCCAGGCARCT
3 GCCACTCCCTTCTCCAGTCCAGGGACT
4 GCCATCCCCTCCTCCTCCCTGGGCACC
s GCCACACCCTCCTCCACTCCAGAGACT
6 GCCACCCCCTCCTCCACCCCAGGAACA
7 GCCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGGAGG
[} GTGACCCCCTCCTCCATCCCGGGGACC
9 GCAACACCCTCCTCTAGCACACAGACC
10 ACCAACCCCTCCTCAACTCCAGGGARCA
11 GTGACTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACC
RII

1 CGCCCTCCTCCACTCCAGGGACG
2 CCCCGACCTCCACCCTGAGARCA
3 CTCCCTCCTCCAGTCCAGGGACT
4 TCCCCTCTTCCTCCCTGGGCACC
5 CACCCTCCTCCACTCCAGAGACT
6 CCCCCTCCTCCACCCCAGGAACHK
7 CCCCCTCCTCCAGCCCAGGGACG
8 CCCCCTCCTCCATCCCGGGGARACC
9 CACCCTCCTCTAGCACACAGACC
10 ACCCCTCCTCAACTCCAGGGACA
11 CTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACC
RIII

1 GCCACCAGCTCTACGGCCACGCCCTCCTCCACTCCAGGGACG
2 ACCACTGGATCCACGGCCATCCCGTCCTCCACCCCGGGAACA
3 GCCACCAGTTCCARAAGCCACTTCCTCCTCCAGTCCAAGGACT
4 GCTACCAGCTTTACACCCATCCCCTCCTCCACCCTTGGGACC
5 GCCACCATGTCCACAATCCACCCCTCCTCCACTCCGGAGACC
€ GCCACCAGTTCCATGTCCACCCCCTCCTCCACTCLCGGGGACTG
7 GCAGCACTGCCCCACGGCACCCCGTCCTCCACCCCAGGGACC
8 CCCACCGGATCCACGGCCACCGCCTCCTCCACCCECGGGCARCT
9 GTCATCAGCTCCAGAGCCACTCCCTCCTCCAGTCCAGGGACT
10 GCTACCAGCGTTACAGCCATCCCCTCTTCCTCCCTGGGCACC
11 GCCACCATGTCCACAGCCACACCCTCCTCCACTCCAGAGACT
12 GCTCTGTGGCCACCCCCTCCTCCACCCCRAGGAACRA
13 ZGGCTTCACAGCCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGGACG
14 ACCAGAGGCTCCACGGTGACCCCCTCCTCCATCECCCGGGGACC
15 GCCACTGGTTCTATGGCARCACCCTCCTCTAGCACACAGACC
16 GCCACCGGCTCGACCACCAACCCCTCCTCAACTCCAGGGACA
17 GCCACCAGCAGCACAGTGACTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACC
RIV

1 GCCACCAGCTCTACGGCCACGCCCTCCTCAACTCCGGGGACG
2 c GATCCACGGCCACCCCGEGTCCTCCACCCAGGGACCA
3 [ GCTCCAARAAGCCACTCCCTTCTCCAGTCCAGGGACT
4 c GCTTTACAGCCATCCCCTCCTCCTCCCTGGGCACC
5 C TGTCCACAGCCACACCCTCCTCCACTCCAGAGACT
6 C GCTCTGTGEGGCCACCCCCTCCTCCACCCCAGGARACA
? GCTTCACAGTCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGGACG
8 ACCAGTGGCTCCACGGTGACCCLCCTCLCTCCATCCCGGGARACCA
9 GCCACTGGTTCTATGGCAARCACCCTCCTCTAGCACACAGACC
10 GCCACCGGCTCCACCACCAACCCCTCCTCARAACTCCAGGGACA
11 GCCACCAGCAGCACAGTGACTCCCTCCTCTGCCCTAGGGACC
RV

1 GCCACCAGCTCTACGGCCATGCCCTECCTCCACTCCGGGEGACG
2 TCCACTGGATCCACGGCCARACCCCGTCCTCCACCCCGGGAACRA
3 GCCACCAGTTCCAAAGCCACTTCCTCCTCCAGTCCAAGGACT
4 GCTACCAGCGTTACACCCATCCCCTCCTCCACCCTTGGGACC
5§ GCCACCATGTCCACAATCCACCCCTCCTCCACTCCGGAGACC
6§ GCCACCAGTTCCACGTCCACCCCCTCCTCCACTCCGGGGACG
7 GGCACTGGCCCCACGGCCACCCCGTCCTCCACCCCAGGGACC
8 TCCACTGGATCCACGGCCACCCTGTCCTCCACCCCAGGGACC
9 CCACCGGGATCCACGGCCACCGCCTCCTCCACCCAGGCAARCT
10 GTCACCAGCTCCAAAGCCACTCCCTCCTCCAGTCCAGGGACT
11 GCTACCAGCTTTACAGCCATCCCCTCCTCCTCCCTGGGCACC
12 GCCACCATGTCCACAGCCACACCCTCCTCCACTCCAGAGACT
13 GCCACCGGCTCTGTGGCCACCCCCTCCTCCACCCCAGGARAACRA
14 P iy GCTTCACAGCCACCCCCTCCTCCAGCCCAGGSGRCG
1S ACCAGTGGCTCCACGGTGACCCCCTCCTCCATCCCAGGGACC
16 GCCACTGGTTCTATGGCAARACACCCTCCTCTAGCACACAGACC
17 GCCACCGGCTCCACCACCAACCCCTCCTCAACTCCAGGGACA
18 GCCACCAGCTCCAARGCCACTTCCTCCTCCAGTCCAAGGACT
19 GCTACCAGCTTTACACCCATCCCCTCCTCCACTCCTGTGGACC
20 TCCACCATGTCCACAATCCACACCTCCTCTACTCCAGAGACC
20 SCCACCAATTCCACGGCCACACCCTCCTCCACTCTGGGGACG
22 GCCACTGGATCCACGGCCACCCTGTCCTCCACCCCAGGGACC
23 CCCACCGGTTCCARCGGCCACCACCTCCTCCACTCTGGGARCH

B A 2 I B B

PR XEFAOQO0OQ R E OO0 > PP OQOR OO0

P P00 0 X Q00 »

AP BT FPQAFPIFITITAQOFAONDFN OO0

CCTGGA AES ACCACAACAGCCAC

CTGGCA 576 S AGCACCACGGCCAC

CAACCG SCACTGAGAAGCACAGCCAC

CCTGGA CSCCTATCACAGACCACCAC

TCCACA STGCTTACCACCACGGCCACC

CTCACA GTGCTCACTACCACAAGCCACGERDS

CACGCA GTGTGGATCAGCACARCCACCAC cc
ccCcaca GTGCTGACCACCACCACCACAACTGTGEE,
GTGGTA TCACTGACCACCACGGCCACTACGATCAC
CACCTA GTGCTGACCACCACCGCCACCACACTTGCA
cccaca GTGCCGARCACCACGGCCACCACACACGGG
CCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGCC
CTCCCCCTCCCAAAGTGCTGACCACCACGGCC
CAACCGCCCTTCCAGCACTGAGAAGCACAGCC
CCTGGACC+=---=imC3CCTATCACAGACCACC
CCCACACCTCCA GTGCTTACCGCCACGGCC
CTCACACTACCA GTGCCAACTACCACARCC
CACTCACGCCTC STGTGGATCAGCACAACC
CCCACACCGCCHA 3T3CTGACCACCACCACC

GTGGTACTCCC ACTGACCACCACGGCC

GACCTATCCCC CTGACTACCACCGCC

CCCACACACCE CCGAARCACCACGGCA
CCTGGATCCTCACAG AGACCACAGCAGCCACT
CTCCCCCTCCCAAAS TGACCAGCCAGGCCACC
CAACCACCCTTCCAG TGACAAGCACAGCCACC
CCGGGACETCC A -~ AGAACAGACCACCACACH
CCCACACCTCCACAS TGACCACAAAGGCCACC
CCTGGATCCTCACAG TGACCACAGCAGCCACT
CCTGGATCCTCACAG CCAGCACTACAGCCACC
CTGGCACCCTCAARAG TGACCAGCACGGCCACC
CAACCGCCCTTCCAG TGAGAAGCACAGCCACC
CCTGGACCE F=c TATCACAGACCACCACAM
TCCACACC AG TTACCACCACGGCCACC

CTCACACT AG CGACTACCACAACCACGH
CACTCACG AG GGATCAGCACAACCACC

CCCACACC AG TGACCACCACCACCACA

GTGGTACT AT TGACCACCACGGCCACT

CTCCCATC AG TGACCACCACCGUCCACC

CCCACACA L] CGAACACCACGGCCACC
CCTGGATCCT AAGCTGACCACAACA

CTGCTGGCAC CATGTGAGCACCACG

CAARCCGCCCT GCACTGAGAAGCACA

ccT6GAcc R CGCCTATCACAGACC
TCCACACCTCCACAGTGCTTACCACCACG
CTCACACTACCAAAGTGCCGACTACCACRA
CACGCACGCCTCCAGTGTGGATCAGCACA
CCACACCCCCARSAGTGCTGACCACCACC
GTGGTACTCCCCCATCRCTGATCACCACG
CACCTATCCCCCCAGAGCTGACCACCACC
CCCACACACCCICAGTGCCGAACACCACG
CCTGGATCCTCAZAGAGCTGACCACAACAGCCACT
CTCCCCCTCCCAAAGTGCTGACCAGCCCGGCCACC
CAACCACCCTTCCAGTGCTGACAAGCACAGCCACC
CCGGGACCCTICCA =" -GAACAGACCACCACA;}
CCCACACCTCCAZAGTGCTGACCACGAAGGCCACG
CCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAGCAGCCACT A
CCTGGATCCTCACAGAGCTGACCACAACAGCCACT G
CCTGGATCCTCACAGAGCCGAGCACTACAGCCACC c
CTGGCACCCCACATSTGAGC: ACCACGGCCACG A
CAACTGCCCTTCCAGSCACTGAGAAGCACAGCCACC A
CCTGGACC-~---- CGCCTATCACAGACCACCACA G
TCCACACC S5TGCTTACCACCACGGCCACC G
CTCACACT GTGCCGACTACCACAARCCACG

CACTCACSG GTGTGGATCAGCACAACCACC ¢
cccacaAcCcC CTSCTGACCACCACCACCACA TG
GTGGTACT TCACTGACCACCACGGCCACT TCACG
CACCCATC CTGCTCACCAGCATGGCCACC cCGCA
CAACCACC GTGCTGACAAGCACAGCCACA CCaca
CCTGBGACC - ~=- -~ STCCCAGCACAGACCACCACAS ccAaTS
CCCACACCTT ASTGCTCTGACCACCACAGCCACC CAAGG
CCCGGATCS T3AGOTGACCACARCAGCCACT CTGCA
CCTGGATCC AGAGCCGAGCACTATAGCCACC TGGTGS
CTCACACCC ASTS

cccacaaccaccaca

F1G. 4. Nucleotide sequences (A) and deduced amino acid sequences (B) of the R-subdomains. The residues of serine and threonine are

shadowed in B.

conserved, we had to sequence the whole central exon, while in
MUC2 the authors were able to extrapolate the sequence re-
peated up to 100 times (9, 11).

The length of the central exon is much larger than that of
MUCI1, which varies from 3.5 to 6.2 kb, depending on the

number of repeats (38). MUC?7, a nonforming-gel mucin, pos-
sesses a central exon of 2.2 kb (22). As far as MUC2 is
concerned, the intron/exon distribution is not as yet known.
Toribara et al. (11) have indicated that the 5 region of the
GMUC clone isolated in their laboratory forms, together with

121



La Région Centrale

3175

Central Exon of the Human Mucin Gene MUC5B

£

=)

a

10
11

RII

a,

10

11

A

RIIT 1

11

12
13

10

o]
Ral

RV

2

wl

10

11
12

13
14
15

16

17

ie

18

&

-1

20

ta1

21
22
23

A

Consensus

Ay

36

66 75 86 9% 100 S6 67 TY 97 48

73

3

37

Fic. 4 —continued

region of the other mucin genes. A survey on intron and exon

the tandem repeat array, a single large exon. In the most

lengths has indicated that in vertebrates few exons are over

common genotype for MUCZ2, this region extends over 8,700 bp.

800 bp (39). Most vertebrate genes are composed of long introns

No information is available about the size of the exonic repeat
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A

Consensus CGATCCCTGTCCCCCZAGCAGTCCCCACACGGTGCGCACACCCTGEEACTTCGGCCACCTCRGGCAYCTTG
RI End CGATCCCTGTCCCCCAGCAGTCCCCACACGGTGTGCACAGCCTGGACTTCGGCCACCTCGGGCATCTTG
RII End CGATCCCTGTCCCCCAGCAGTCCCCACACGGTGCGCACAGCCTGGACTTCGGCCACCTCAGGCACCTTG
RIII End CGGTCCCTGCCCCCCAGCRGTCCCCACACGGTGCCCACAGCCTGGACTTCGGCCACCTCGGGCATCTTG
RIV End CGATCCCTGTCCCCCAGCAGTCCCCRCACGGTGCGCACAGCCTGGACTTCGGCCACCTCAGGCACCTTG
Consensus GGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCAZACCCCAGCAGCAACCACCGGTACC
RI End GGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCACACCCCAGCAGCAACCACCGGTACC
RII End GGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCRARCACCCCAGCAGCAARCCACCGGTACC
RIII End GGCACCACCCACATCACAGAGCCTTCCACGGGGACTTCCCACACCCCAGCAGCAACCACCGGTACC
RIV End GGCACCACCCACATCARACAGRAGCCTTCCACGGGGACTTCCCACACCCCAGCAGCAACCACCGGTACC
Consensus ACCCAGCMCTCGACTCCAGCCCTTTCCAGCCCTCACCCTASCAGCAGRACCACCGAGTCACCCCCT
RI End ACCCAGCACTCGACTCCAGCCCTTTCCARAGCCCTCACCCTAGCAGCAGARCCACCGAGTCACCCCCT
RII End ACCCAGCACTCGACTCCAGCCCTTTCCAGCCCTCACCCTAGCAGCAGAACCACCGAGTCACCCCCT
RIII End ACCCAGCCCTCGACTCCAGCCCTTTCCAGCCCTCACCCTAGCAGCAGGACCACCGAGTCACCCCCT
RIV End ACAARCGACCTCGACTCCAGCCCTGTCCARGCCCTCACCCTAGCAGCARAGGACCACCGAGTCACCCCCT
Consensus TCTCCAGGGACGACCACCCCGGGCCACACCRCGGCCACCTCCRGEEZACCACAGCCACGGCCACACCC
RI End TCTCCAGGGARACGACCACCCCGGGCCACACCACGGCCACCTCCAGGACCACAGCCACGGCCACACCC
RII End TCTCCAGGGACGACCACCCCGGGCCACACCRCGGECCACCTCCAGGARACCACAGCCACGGCCACRACCC
RIII End TCTCCAGGGACGACCACCCCGGGCCACACCAGGGGCACCTCCAGGACCACAGCCACAGCCACACCC
RIV End TCCCCARGGGACGACCACCCCGGGCCACACCACGGCCACCTCCAGGACCACGGCCACGGCCACACCCC
Consensus AGCARAAGACCCGCACCTCGRCCCTGCTGCCCAGCMRSCCCACATCGEGSCCCCCATARACCACGGTGEGTG
RI End AGCAAGACCCGCARACCTCGACCCTGCTGCCCAGCCAGCCCACATCGGECCCCCATARCCACGGTGGEGTG
RII End AGCAAGACCCGCACCTCGACCCTGCTGCCCARAGCAGCCCCACATCGGECCCCCATAACCACGGTGGTG
RIII End AGCAAGACCCGCARACCTCGACCCTGCTGCCCAGCAGCCCCACATCGGCCCCCATARCCACGGTGGTG
RIV End ARGCAAGACCCGCRCCTCGARACCCTGCTGCCCAGCCAGCCCACATCGGCCCCCRTARCCACGGTGGTG

RI End RSLS P*iS;SﬂPH';[;“VCTAWTSATSGILGTTHITEPSTGTSH

RII End RSLS P;§!S3P HEVRTAWTSATSGTLGTTHITEPSTGTSH

RIII End RSLPPSS

Eat

o

RIV End RS LSPS

“‘PH?{'I:V«VPTAWTSZATS__GILGTTHITEP’STG'TSH

PHTVRTAWTSATSGTLGTTHITEPSTGTSH

RI End TPAATTGTTQHSTPALSSPHPSSRTTESPPSPGTTTP

RII End TPAATTGITQHSTPALSSPHPSSRTTESPPSPGTTTE

RIII End TPAAT.ZTG';‘TQPSTPALSSPHPSSRTTESPPSPGTTTP

RIV End TPAA"I}‘"I"G»T'I“T:TSTPALSSPHPSSRTTESPPSPGTTTP

RI End GHTTATSRTTATATPSKTRTSTLLPSQPTSAPITTVV

RII End GHTTATSRTTATATPSKTRTSTLLPSSPTSAPITTVV

RIITI End GHTRGTSRTTATATPSKTRTSTLLPSSPTSAPITTVV

RIV End GHTTATSRTTATATPSKTRTSTLLPSQPTSAPITTVV

Fi16. 5. Nucleotide sequences (4) and deduced amino acid sequences (B) of the R-end subdomains. In A, identical nucleotide sequences
are shaded, and a consensus sequence is given: Ris Aor G, Yis Tor C, Mis A or C, and S is C or G. The residues of serine and threonine are

shadowed in B.

and short exons. Composed of 10,713 bp, the central exon of
MUCS5B is even much larger than the 7572-bp exon of the gene
for lipoprotein ApoB considered to be the largest one in verte-
brates (40). The corresponding polypeptide coded by the central
exon of MUCSB has a calculated M, of 370,000.

Nineteen subdomains have been individualized. Seven sub-

domains of 108 amino acid residues, called Cysl1 to Cys7, con-
tain 10 cysteine residues and show a very similar organization
to that observed twice in human (11) and rat (36) MUC2, at
least twice in human (12), and mouse (34) MUC5AC as well as
in other mucin ¢cDNAs, which can now be identified as repre-
senting parts of the MUC5AC gene, i.e. NP3a (3), HGM-1 (5),
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and L31 (4). The structure of the cysteine-rich subdomains has
been conserved over a long evolutionary time scale, and the
evolutionary constraint has likely been maintained because of
crucial disulfide bonds. Thus, this typical cysteine-rich domain
seems to be a feature of at least three of the four human mucin
genes located on 11pl5.5, little information is available as to
whether there is a similar domain in MUCS (8). It is more and
more tempting to speculate, as have Toribara et al. (8), that at
least MUC2, MUC5AC, and MUC5B genes on chromosome
11p15.5 are part of a multigene family whose members code for
secreted mucins. The conservation of numerous amino acid
residues in addition to the cysteine residues suggests an im-
portant role for these domains. It is noticeable that the MUC5B
and MUCSAC genes show greater similarity with each other
than with the MUCZ2 genes (from human and rat). Deletions of
amino acid residues occur at the same positions in MUC5B and
MUC5AC, while some observed deletions are characteristics of
the MUC2 type. Moreover, MUC5B and MUCS5AC are very
close together in the cluster (32). Overall, these observations
suggest that MUC5AC and MUC5B may have the same ances-
tral gene.

It is noteworthy that the mouse mucin gene homologous to
human MUCS5AC is mapped to a site on mouse chromosome 7
homologous to the location of the human secretory mucin gene
cluster on human chromosome 11p15.5 (34). We do not as yet
know if mouse possesses both Muc5ac and Muc5b. Perhaps
only one gene exists.

The presence of multiple cysteine residues strongly supports
the idea that the MUCS5B gene codes for a secreted mucin as
disulfide bonding is necessary for the formation of a mucus gel.
Moreover, we can postulate that interactions may occur via
cysteine-rich domains between several mucin molecules pro-
ducing a complicated network. This can explain the observa-
tions made using electron microscopy of bronchial mucins
which have been shown to form complex entangled structures
(41) or “bush-like” aggregates (42). The cysteine-rich domains
may play a highly conserved role such as the packaging of the
mucins or in mediating interactions with numerous other pro-
teins such as, for example, the association with bilirubin in the
gall bladder matrix (43). Further studies will be required to
more adequately clarify the role of these domains.

An examination of the newly determined sequence of JER57
¢DNA led us to conclude that the changes in the reading frame
emphasized in our previous work (23) were in fact due to errors
in sequence determination because of difficulties encountered
in determining the sequence of such imperfectly conserved
repeat domains. This is a problem that we have now overcome.
We will now call the 87-bp repeat “imperfectly conserved” or
“irregular” rather than “degenerate” repeat as designated pre-
viously. The cDNAs previously isolated (23) essentially consist
of parts of the R-subdomain. In fact, the repeat of 29 amino acid
residues of the R-subdomains appears to be only one of the
components of the super-repeat. This super-repeat is the larg-
est ever determined in mucin genes. The largest described until
now was the 507-bp repeat unit of MUCE (8). The super-repeat
in MUC5B is more than three times as long as the MUC6
repeat. Its particularity is that it is made of three various
subdomains. A variable number of this super-repeat has not
been as yet observed. An interesting aspect of the deduced
polypeptide sequence is the alternating arrangement of the
three types of subdomains. The four R-end subdomains show a
striking similarity to each other. Their role is likely to be
crucial.

The conservation of the potential N-glycosylation sites
within the repeat may be important for the proper maturation
of MUC5B providing the positions at which N-glycosylation
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occurs. Recently, Denny et al. (44) reported that molecular
cloning of mucin apoproteins showed that the consensus se-
quence(s) for N-glycosylation is usually found outside of the
repeat domain. For MUCSB, five out of the seven potential
N-glycosylation sites are within the repeat region. The subdo-
mains RO1, R02, and RO3 display amino acid compositions
typical of mucins but do not contain any repeat.

The MUC5B gene is clustered in 11p15.5 with MUC2,
MUCS6, and MUCSAC (8, 32). Although mucins are character-
ized by having tandem repeat regions containing significant
amounts of threonine, serine, alanine, and proline, the individ-
ual repeats units for each of these genes are very different in
length and amino acid sequence. Moreover, the number of the
cysteine-rich subdomains emphasized here, which are different
from the D-domains of human pro-von Willebrand factor (10),
considerably differs between MUC2 and MUCSB. The role of
these two types of secreted mucins may be highly specialized
as suggested by in situ hybridization experiments which show
a different expression pattern for each gene (24). In fact, we
will now be able to design new oligonucleotides and produce
fusion proteins and antibodies in order to reinvestigate the
expression of the MUC5B gene using in situ hybridization and
immunohistochemistry.

Experiments performed to elucidate the entire genomic or-
ganization of MUC5B are now progressing as is the study of
the regulatory regions. Whether the regulatory elements of
MUCSB function coordinately with the regulatory elements of
adjacent mucin genes in the cluster is an important question to
answer in the future.
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L’exon central de MUCSB est équidistant d’une dizaine de kilobases d’un ilot
CpG en 5’ et d’un signal de polyadénylation en 3’. Cet exon est le plus grand jamais
caractérisé chez les mammiféres. Nous avons par ailleurs vérifié par PCR longue sur le
cosmide BEN2 que la région comprise entre les oligonucléotides NAU81 et NAU82
(voir la localisation des oligonucléotides dans I’article) a bien une taille de plus de 10
kb (Figure 28). Cet énorme exon code un peptide déduit de 3570 aa composé
majoritairement (3254 aa / 3570 aa) de I'agencement en alternance de 3 sous-

domaines :

- un domaine de 108 aa, appelé sous-domaine Cys (« Cys subdomain »), riche
en résidus Cys (10 Cys soit 9,3%) et trouvé 7 fois dans MUCSB, 2 fois dans MUC?2,
au moins 6 fois dans MUCSAC et retrouvé dans des mucines animales Muc5Sac, rat-
Muc2 et PGM-2A. Ce domaine est pauvre en résidus Thr et Ser (Thr+Ser=9,6%).

- un domaine de 111 aa, appelé R-end, retrouvé 4 fois dans MUC5B
et trés conservé. Ce domaine est de type mucine, ¢’est-a-dire riche en résidus Thr et
Ser (Thr+Ser=48,6%) et en résidus Pro (14,2%). Il a, de plus, la particularité de
contenir un taux appréciable d’histidine (5%).

- un domaine trouvé 5 fois et appelé R. Ce domaine est constitué de la
répétition en tandem (11, 17 ou 23 fois) du motif €lémentaire et irrégulier de 29 aa (87
pb). Ces sous-domaines R sont riches en résidus Ser et Thr (Ser+Thr=52,5%), ainsi
qu’en résidus Pro (11,5%). Chaque sous-domaine R posséde un site potentiel de N-
glycosylation dont I’environnement peptidique, pour les 4 premiers, est trés conservé.
De plus, ces 4 sites sont d’excellents sites potentiels de N-glycosylation puisqu’ils ont

une séquence Asn-Xaa-Thr ou Xaa est un aa hydroxylé (Thr) (Kasturi et al., 1997).

Les deux sous-domaines de type mucine (R et R-end) ont un rapport Ser/Thr

d’environ 0,5.
L’alternance des sous-domaines Cys / R / R-end donne naissance au motif

élémentaire répété le plus grand (528 aa) jamais décrit jusqu’a présent pour une

mucine.
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puits )

31kb
22 kb

<— 11kb
<— 43kb
<— 32kb

<— 2k
<— 13kb

A : PCR NAU8I1-NAUS2 sur le cosmide BEN2

B : marqueur de tailles (131)

Figure 28 :  Electrophoreése en agarose (0.5%) du produit d’amplification
obtenu par PCR sur BEN2 en utilisant les amorces NAUSI et
NAUS2
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I.2 Travaux publiés simultanément concernant la région répétitive

Il avait été montré par Thornton ef al. (Thornton et al., 1996) que le mucus
respiratoire contient 3 mucines oligomériques majoritaires. De plus, ’équipe de
Carlstedt avait suggéré, en s’appuyant sur des résultats obtenus par des travaux de
purification des mucines trachéobronchiques et par immunohistochimie, que
MUCSAC, comparativement 8 MUC2, est une mucine abondamment produite dans les

sécrétions respiratoires (Hovenberg ef al., 1996).

Peu aprés la publication de nos travaux de clonage et séquencgage de la région
centrale de MUCS5B, 1'équipe de Sheehan publie dans le méme journal une étude
biochimique du mucus trachéobronchique (Thornton ef al., 1997). Ces auteurs ont
purifié une fraction moins acide du mucus respiratoire alors que la fraction la plus acide
correspondrait 8 MUCSAC. Cette fraction contient 2 glycoformes, moins chargées que
MUCSAC, de la méme mucine identifiéee comme MUCSB. Ces glycoformes ont été
séparées, purifiées, réduites puis fragmentées par un traitement a la trypsine. Les 4
fractions peptidiques majoritaires obtenues, s€parées par chromatographie, ont €té
séquencées par la dégradation de Edman. Les 4 séquences peptidiques de 10, 14, 17 et
8 aa sont homologues au peptide déduit (a I’exception d’un aa) de la séquence

nucléotidique corrigée de JERS7.

En fait, le 1% peptide pourrait étre issu du motif Cys4, Cys5 ou Cys6 de
MUCSB selon notre nomenclature (voir article précédent). Les 3 autres peptides sont
100% homologues a 3 autres régions présentes dans les motifs Cys4, CysS, Cys6 et
Cys7 de MUCSB.

Les études biochimiques de Thornton ef al. confortent nos résultats
concernant la région centrale de MUCS5B. Ces mémes auteurs suggérent que le peptide
MUCSB est en partie fait de I’agencement en alternance d’un motif riche en résidus

Cys et de régions glycosylées plus ou moins longues.
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1.3 Les génes de mucines en 11plS: phvlogenése d’une famille de

enes

Les travaux ci-dessus montrent que certaines mucines, dont les 3 mucines
humaines MUC2, MUCS5AC et MUCSB issues du cluster de génes localisé en 11p15.5,
possédent le motif Cys de 108 aa. Ce sous-domaine a la particularité de contenir 10
résidus Cys (ainsi que d’autres résidus comme Trp, Gln et Pro) aux positions tres
conservées. Ce sous-domaine définit ainsi une famille de génes regroupant, jusqu’a

présent, 3 mucines humaines et 3 mucines animales.

L’alignement des séquences nucléotidiques des sous-domaines Cys des
différents membres de cette famille et le calcul des homologies entre ces séquences
nous ont permis de batir un modéle cohérent de I’évolution des génes humains MUC2,
MUCSAC et MUCSB & partir d’un géne ancestral.

Ce modéle est présenté dans |’article ci-dessous :

« Evolutionary history of the 11p1S human mucin gene family »
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Abstract. The four human mucin genes MUCG,
MUC2, MUCSAC, and MUC5B are located at chromo-
some 11p15.5. It has been demonstrated that the three
mucins MUC2, MUCS5AC, and MUCS5B contain several
Cys-subdomains of 108 amino acid residues. In contrast,
little information is available concerning MUCG6. These
Cys-subdomains contain 10 cysteine residues that have a
highly conserved position. We present here a coherent
probable evolutionary history of this human gene family
after comparison of the nucleotide sequences of these
Cys-subdomains. The three MUC loci MUC2, MUCSAC,
and MUCS5B may have evolved from a common ancestral
gene by two successive duplications. Moreover, we can
postulate that MUCSAC and MUCS5B have evolved in a
concerted manner, while MUC2 has evolved separately.

Key words: Human mucin — Cluster — 11p15.5 —
Evolution — Cys-rich domain

Introduction

Mucins are the major component of mucus and constitute
a group of high-molecular-mass glycoproteins. They
have been implicated in a large number of pathological
situations. Abnormal expression of the mucin genes oc-
curs in various disease states and in conditions associated
with a high risk of colonic adenoma or carcinoma (Bui-
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sine et al. 1996; Ho and Kim 1995). Over the last few
years there has been a considerable effort in research on
mucin genes. Until now, at least eight human mucin
genes have been identified (for a more complete review,
see Gendler and Spicer 1995). Four of them have been
localized, in a cluster between HRAS and /GF2 genes, at
the short arm of chromosome 11 at band 15.5 The order
of these mucin genes in the cluster has been determined
to be MUC6/MUC2/MUCSAC/MUCSB (Pigny et al.
1996).

Until recently, the characteristic feature of the mucin
core was to contain variable numbers of repeats with
very different sizes and amino acid sequences. Another
typical feature is the presence of the unique sequences of
MUCSAC, MUC2, and MUCS5B that flank the tandem
repeat arrays and that encode the D domains that were
found in the pro-von Willebrand factor (pro-vWF) (Gum
et al. 1992; Klomp et al. 1995; Lesuffleur et al. 1995). In
contrast, little information is available concerning
MUCG. Furthermore, MUC2, MUCS5AC, and MUCSB
contain cysteine-rich subdomains of 108 amino acid resi-
dues. These Cys-subdomains which contain 10 well-
conserved Cys residues have been found twice in MUCZ,
seven times in MUCSB, at least four times in MUCSAC
and in its related cDNAS, twice in MucSac (mouse mucin
gene), once in Pig Gastric Mucin (PGM-2A) and twice in
rat-Muc2 (Gum et al. 1992; Klomp et al. 1995; Desseyn
et al. 1997; Meerzaman et al. 1994; Guyonnet Dupérat et
al. 1995; Shekels et al. 1995; Turner et al. 1995; Ohmori
et al. 1994). The role of this Cys-subdomain type is not
yet known, although the fact that the cysteine residues
and numerous other amino acid residues are well con-
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Figure 1. Continued.

served suggests that this peptide may be very important.
It may, for instance, play a role in the packaging of
mucins or in interactions with other proteins.

Methods

Nucleotide sequences

Nucleotide sequences are available from the EMBL data base with the
following accession numbers, and the cysteine subdomains are defined
as follows: MUCSB: Z72496; Cysl, nt 18-338; Cys2, nt 528-851;
Cys3, nt 1371-1697; Cys4, nt 2958-3281; Cys5. nt 4545-4868, Cys6.

Table 1.
for all pairwise combinations

6639-6962; Cys7, 8226-8549. MUCSAC: Z34277; JER47 I, nt 55~
390: JER47 2, nt 949-1284; Z34280, JUL32 1, nt 3-92; JUL322, nt
267-341; NP3a: U06711; nt 32-367; HGM1: X81649; HGMI 1, nt
1127-1444; HGMI 2, nt 1709~2032; HGMI 3, nt 2207-2542.
MucSac: L42292; CRRI, nt 340~743; CRRII, nt 826-1062. MUC2:
L21998; MUC2 1, nt 3922-4224; MUC2 2, nt 5362-5673. Rat-Muc2:
U07615; nt 3981-4179. Pig gastric mucin: U12768 (PGM-2A); nt
I-11L

Analyses of Nucleic Acid Sequences

Computer analyses were performed with the NALIGN and CLUSTAL
programs from PC/GENE Software. Gaps were introduced to optimize.
alignment.

Sequence relationships between nucleic sequences coding mucin Cys-subdomains (see methods). Percent nucleotide identities are shown

MUCSB MUCSAC MucSac MUC2
e T
> &6 B 3 84 8 B 7 9 T I 2 z2 3 & 5 2 & L 9 3
55 00 0 00 22 8E 828288808 %835 3 8
MUCSB  CYSi 100
CYS2 56 100
CYS3 56 66 100
CYS4 55 66 66 100
CYSS 55 66 66 100 100
CYS6 55 66 66 99 99 100
CYS7 56 67 66 99 99 99 100
MUCSAC JUL32.2 52 69 65 65 65 65 65 100
JUL32_1 49 54 49 51 51 51 5] 100
JER47_1 53 62 65 62 62 62 62 8% 59 100
JER47_2 53 62 66 6) 6] 61 61 89 59 96 100
HGMI_l 57 54 56 59 59 59 58 46 55 53 53 100
HGM1_2 59 58 55 55 55 55 55 5% 91 56 56 60 100
HGMI1_3 53 62 66 63 63 63 63 100 57 94 95 53 S5 100
NP3a 53 61 66 62 62 62 62 8 59 95 94 53 55 93 100
Pig PGM2A 58 68 73 75 15 715 75 58 82 82 54 61 81 8 100
MucSac CRRI 59 56 56 56 56 56 S5 48 64 S0 50 61 72 49 49 52 100
CRRII 54 60 58 57 57 S8 58 74 68 67 46 55 67 67 100 52 100
MUC2 MUC2_1 50 53 52 46 46 46 47 48 49 48 49 50 46 48 47 53 46 43 100
MUC2_2 38 44 41 41 41 41 42 41 40 42 43 40 40 43 43 48 40 44 50 100
Rat-Muc2 45 49 48 47 47 47 47 44 49 46 46 46 51 45 46 57 47 44 75 47 100
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Fig. 2. Hypothetical diagram showing evolution of the 11p15.5 mu-

cin genes MUC6, MUC2, MUCSAC, and MUCS5B from a single ances-
tral gene. Unique domains flanking the tandem repeats arrays, con-
served in cach protein, are represented with recrangular (D1-D2-D’-D3
pro-von Willebrand domains) and square boxes (D4 von Willebrand
domain). Triangle represents the Cys-subdomain type. The repetitive
central domains are represented by the following symbols: circles
(stippled, empry. and haiched) for the 23 amino -acid landem rcpeat

Results and Discussion

Sequencing data of the three genes MUC2, MUCSAC,
and MUCS5B, coding for large mucins, together with their
clustered chromosomal localization strongly suggest that
these genes have been created by a process of gene du-
plication. This observation provides an insight into the
mechanisms that have shaped the evolution of this mul-
tigene family. An alignment of the nucleotide sequences
of the Cys-subdomains is displayed in Figure 1.

For comparison, each base mismatch and each gap is
counted as one difference on the basis of the alignment in
Figure 1. Sequence relationships between the nucleic se-
guences coding for the Cys-subdomains are given in
Table 1. The similarity between the Cys-subdomains of
rat-Muc2 and Muc5ac is less than 50%. As is made clear
by Table 1, MUC2 Cys-subdomains versus rat-Muc2
Cys-subdomains are more similar (75% for rat-Muc2
with MUC2-1) than MUC2 Cys-subdomains versus
MUCS5B Cys-subdomains (38-53%) or MUCSAC Cys-
subdomains (40-50%). Moreover, the 20-base pair dele-
tion at nucleotide (nt) 109, for example, shows that rat-
Muc2 and MUC?2 are very close (Fig. 1). Furthermore,
MUCSAC Cys-subdomains versus Muc35ac Cys-
subdomains are more similar (72% for HGM1-2 with
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polypeplides of MUC2, for the eight amino acid tandem rcpeat poly-
peptides of MUCSAC, for the 29 amino acid tandem repeat polypep-
tides of MUCSB (Gendler and Spicer 1995; Desseyn et al. 1997),
respectively. The oval represents the irregular 16 amino acid tandem
repeat polypeptide of MUC2; ¢, r, and s represent the unknown number
of repeats. Diamonds represent the MUCS5B R-end_ subdomain type
(Desseyn et al. 1997). The stippled arrows indicate the two hypotheti-
cal routes that would link MUCG6 more closely to MUC2. .

CRRI, moreover, see the 3-base pair insertion CTT at nt
22 in Fig. 1) than MUCS5AC Cys-subdomains versus
MUCSB Cys-subdomains (54-59% between HGMI |
and the Cys-subdomains of MUCS5B). In contrast, the
Cys-subdomains of the rat-Muc2 and Muc5ac (CRRI and
CRRII) differ significantly (47% and 44%). It clearly
follows that the greatest similarity between two human
mucin genes is for MUCS5B versus MUCSAC, suggesting
that these two genes have evolved more recently.
Nucleotide deletions at nt 262 (Fig. 1) for these two
genes confirm our hypothesis. It must be emphasized that
MUCSB and MUCSAC are close together in the cluster
of 11p15.5 genes (Pigny et al. 1996). This is in good
agreement with the idea that MUCS5B and MUCSAC
genes have the same more recent progenitor. MUC6 and
MUC2 are in close proximity on chromosome 11p15.5
(Pigny et al. 1996), suggesting a possible duplication into
MUC2 and into MUCG from the same progenitor gene
MUC2/6. Further studies on MUC6 gene will be required
to clarify this assumption, in particular the presence of D
domains and Cys-subdomains. Hence, we inferred that a
common ancestral gene has duplicated and diverged into
at least two progenitor genes, the progenitor MUC2/6
and the progenitor MUCSACB (Fig. 2). Further duplica-
tion of the progenitor MUCSACEB gene gave rise to at
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feast two genes AMUCSH and MUCSAC. Morcover, it
might be postulated, therefore, that the duplication of the
ancestral genc into the AfUC2/6 progenitor gene and into
the MUCSACE progenitor gene had occurred before the
rodent=primate divergence about 100 million years ago
(Novacek 1992).

Presumably, the ancestral gene contained the pro-
VWV domains conserved in MUC2, MUCSAC (Lesuf-
fleur ctal. 1995) and MUCSB (Desseyn et al. submiticd).
It contained also one Cys-subdomain which duplicated.
This common ancestor gene diverged into two progenitor
gcnes. Then, the internal repeat domains appeared. The
last four Cys-subdomains of AfUCSD share a high degree
of similanty to cach other (99% and 100%, Table 1). In
contrast, the first three Cys-subdomains yield fewer simi-
larities with cach other (55% to 66%, Table 1). This
suggests that the crossing-over cvents are more ancient
for the first three Cys-subdomains. Likewise, the same
observations could be made for the HGM-subdomains
(i.e., the first three Cys-subdomains of the MUCSAC
gene). HGMI-1, -2, and -3 nucleotide scquences yield
fewer similarities with cach other (53% to 60%) than
JER47_1 with JER47 2 (96%) or JER4T | with JUL32 2
(89%). for example. Morcover, the last four MUCS5B
Cys-subdomains are preceded by R-end subdomains that
arc very similar. This R-end subdomain type has not yet
been found in MUCSAC. Its sequence has not been
shown to be similar to that of any other protein (Desseyn
et al. 1997). These structural features are suggestive of
an involvement in ATUCSB of uncqual crossing over after
the MUCSB/MUCSAC duplication, a process by which
the last four Cys-subdomains, R-end subdomains, and
tandem repeats have been generated. Our model is in
good agreement with the scheme proposed by Gun
(Gum 1992) A simple representation of the hypothetical
cvolutionary history of the four 11pl5.5 human mucin
gencs 1s given in Figure 2.

At present, it is not possible to assess the precise
molecular mechanisms that have shaped the structure of
these four human mucin genes, however, gene duplica-
tion and uncqual crossing over scem to be good candi-
dates.
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Phylogenése

Les 3 apomucines MUC2, MUCSAC et MUCSB appartiennent & la méme
famille de génes et ont leurs genes localisés sur la méme région télomérique pl5 du
chromosome 11 humain. Les 3 apomucines possedent, comme nous le verrons plus
loin pour MUCSB, des domaines D du pro-vWF de part et d’autre de la région riche
en résidus Ser et Thr (région centrale). I est donc plus que probable que ces genes

sont issus d’un unique géne ancestral a la suite de phénomenes de duplication de genes.

Ces 3 mucines ont plusieurs motifs “Cys” retrouvés jusqu’a présent
uniquement dans des mucines. Nos analyses phylogénétiques des séquences de ces
motifs, I’ordonnancement de ces motifs et des génes sur le chromosome 11 montrent
que MUCSAC et MUCSB sont plus proches I'un de 'autre dans I’évolution que de
MUC?2. Ceci nous ameéne a penser que MUCSAC et MUCS5B ont un géne progéniteur
commun que nous avons baptis¢ MUC5ACB. Ce géne provient d’un géne ancestral
commun également & MUC2. Aucun élément de séquence concernant MUC6 ne

permettait alors de placer ce géne dans notre arbre phylogénétique.
Les travaux sur I’organisation des régions carboxyl- et amino-terminales des

génes de mucines localisés en 11pl5 permettront d’infirmer ou au contraire de

confirmer notre modéle.

135



La Région Carboxy-Terminale

II LA REGION CARBOXY-TERMINALE

I1.1 Organisation génomique de la région Carboxy-terminale de MUCS5B

Par comparaison des séquences d’ADNc et des séquences génomiques déterminées a
partir du sous-clonage de fragments de BEN2, nous avons déduit I’organisation génomique
compléte de la région en aval de I’exon central de MUCSB.

Les résultats sont exposés dans I’article suivant :
Y

« Genomic organization of the 3’ region of the human mucin gene MUC5B »
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MUCS5B, mapped clustered with MUC6, MUC2, and
MUC5AC to chromosome 11p15.5, is a human mucin gene
of which the genomic organization is being elucidated.
We have recently published the sequence and the pep-
tide organization of its huge central exon, 10,713 base
pairs (bp) in length. We present here the genomic orga-
nization of its 3’ region, which encompasses 10,690 bp.
The genomic sequence has been completely determined.
The 3’ region of MUC5B is composed of 18 exons ranging
in size from 32 to 781 bp, contrasting thus with the very
large central exon. The sizes of the 18 introns range from
114 to 1118 bp. Some repetitive sequences were identi-
fied in four introns. The peptide deduced from the se-
quence of the 18 exons consists of an 808-amino acid
peptide. This carboxyl-terminal region exhibits exten-
sive sequence similarity to MUC2, MUC5AC, and von
Willebrand factor, particularly the number and the po-
sitions of the cysteine residues, suggesting that this do-
main may be derived from a common ancestral gene.
The presence in these components of a cystine knot also
found in growth factors such as transforming growth
factor-g is of particular interest. Moreover, one part of
this peptide is identical to the 196-amino acid sequence
deduced from the cDNA clone pSM2-1, which codes for a
part of the high molecular weight mucin MG1 isolated
from human sublingual gland. Considering the expres-
sion pattern of MUC5B and the origin of MG1, we can
thus conclude that MUC5B encodes MG1.

Mucus is the layer that covers, protects, and lubricates the
luminal surfaces of epithelial respiratory, gastrointestinal, and
reproductive tracts. These basic properties are due to the vis-
cous and viscoelastic properties of mucins, the major glycopro-
tein components of mucus. Mucins constitute a family of high
molecular mass glycoproteins synthesized by the goblet cells of
the epithelia and in some cases by submucosal glands (for more
complete reviews, see Refs. 1-3).

Alterations of the biosynthesis of mucins affecting the pro-
tein core and/or the carbohydrate content linked to the peptide
have been observed in numerous pathological situations such
as various adenomas and carcinomas, inflammatory diseases

*This work was supported by La Ligue contre le Cancer,
L’Association de Recherche contre le Cancer, and L’Association Fran-
cois Aupetit. The costs of publication of this article were defrayed in
part by the payment of page charges. This article must therefore be
hereby marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section
1734 solely to indicate this fact.

The nucleotide sequence(s) reported in this paper has been submitted
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62; E-mail: laine@lille.inserm.fr.
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such as cystic fibrosis, asthma, chronic bronchitis, or inflam-
matory bowel diseases (4-7). Moreover, the hypersecretion of
mucins and the presence of alternating hydrophobic and hy-
drophilic domains in mucins have been shown to play a central
role in the pathogenesis of cholesterol gallstones (8, 9).

All apomucins contain tandemly repeated sequences rich in
threonine and/or serine. Due to the high carbohydrate content,
the peptide moiety of mucins has been difficult to characterize.
¢DNA cloning has enabled researchers to approach the study of
the mucins over the past decade. Today, the membrane-asso-
ciated mucin MUC1 and the secreted MUCT are the only mu-
cins for which the full-length ¢cDNA and the genomic organiza-
tion have been reported (10-13). Both were revealed to be, in
fact, small mucins. A complete cDNA of the large secreted
mucin MUC2 (14-17) has been described. Partial cDNAs have
been identified for the other human mucin genes that code for
secreted mucins: MUC3 (18), MUC4 (19), MUCHAC (20-24),
MUC5B (25), and MUCE6 (26).

Four mucin genes are mapped to 11pl5.5: MUC5AC,
MUC5B, MUCZ2, and MUCS. (26-28). Recently, we have deter-
mined that the order of the four clustered 11p15.5 human
mucin genes is tel- MUC6/MUC2/MUCSAC/MUC5B-cen (29).
We have also established that MUC2, MUC5AC, and MUC5B
have a consensus cysteine-rich domain found twice in MUC2
(16), at least four times in MUCS5AC (21, 22, 24), and seven
times in MUC5B (30).

MUCS5B is expressed mainly in bronchus glands and also in
submaxillary glands, endocervix, gall bladder, and pancreas
(31-35). The structural organization of the peptide deduced
from the nucleotide sequence of the central region of MUC5B
has been published recently (30). The single large exon of
10,713 bp,? containing all the tandem repeat domain, is, to our
knowledge, the biggest described for a vertebrate gene. It codes
for a 3570-amino acid peptide. Nineteen subdomains have been
individualized. Most of the MUC5B subdomains show similar-
ity to each other, creating four larger composite super-repeat
units of 528 amino acids. Each super-repeat is made up of
repeats consisting of an irregular repeat of 29 amino acids, one
cysteine-rich subdomain (10 cysteine residues, 108 aa), and one
unique sequence of 111 amino acid residues also rich in serine
and threonine. The complete organization of the region down-
stream of the central region of the human MUCSB gene, i.e. its
complete 3' region, is reported in this paper; we present here
the complete genomic nucleotide sequence, the exon-intron or-
ganization, and the full cDNA sequence coding for the carboxyl-

! The abbreviations used are: bp, base pair(s); aa, amino acid(s); BSM,
bovine submaxillary gland mucin-like; CK, cystine knot; FIM, frog
integumentary mucin; PCR, polymerase chain reaction; PSM, porcine
submaxillary mucin; TGF, transforming growth factor; RACE, rapid
amplification of ¢cDNA ends; RT, reverse transcription; vWF, von
Willebrand factor; ORF, open reading frame.
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Fic. 1. Restriction map of the 3’ region of MUC5B and sequencing strategy. The fragments indicated were subcloned into pBluescript
KS(+) vector. Some primers and their directions are indicated (not to scale) by horizontal arrows and their NAU numbers (their sequences are

given in Table I).

terminal domain of the human MUC5B apomucin. This domain
stretches 808 amino acid residues and can be divided into six
subdomains. The last five cysteine-rich subdomains exhibit
extensive sequence similarity to MUC2, MUC5AC, and vWF
(17, 22, 23, 36), particularly the number and the positions of
the cysteine residues, suggesting that this domain may be
derived from a common ancestral gene. Moreover, with the
exception of one substitution, which does not change the coded
amino acid, one part of the cDNA sequence we determined is
identical to the nucleotide sequence of pSM2-1. This ¢cDNA
codes for 196 amino acids in the carboxyl-terminal region of the
high molecular weight mucin MG1 isolated from human sub-
lingual gland (37). Considering the expression pattern of
MUCS5B (31) and the origin of MG1, we can thus conclude that
MUCS5B encodes MG1.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Screening of cDNA and Genomic Libraries—A Agtll ¢cDNA library
constructed from human tracheal mucosa was screened with rabbit
antibodies raised to deglycosylated Pronase glycopeptides from bron-
chial mucins (38). Among the various positive clones obtained, the one
designated TH71 and containing a poly(A) tail was of particular interest
in the present study.

A human genomic AEMBL4 phage library was screened using hy-
bridization with the JER57 probe (25). One positive clone, CEL5, was
isolated and studied.

A human placental genomic DNA library in pWE15 cosmid provided
by Stratagene was screened using the JER57 probe. Two positive
clones, BEN1 and BEN2, were obtained (30). BEN2 was the useful clone
in the present study.

Oligonucleotide Primers—Oligonucleotide primers used in PCR,
RACE-PCR, RT-PCR, and sequencing experiments were synthesized by
Eurogentec (Liege, Belgium). Their sequences and locations are indi-
cated in Table I.

3'-End Amplification of cDNAs~—The 5'-AmpliFINDER RACE kit
(CLONTECH) was used to synthesize first-strand ¢cDNA from human
trachea poly(A)™ RNA (1 pg) obtained from CLONTECH using NAU61
as a primer (Table I), followed by ligation of the 5'-ANCHOR adapter.
The PCR was then performed using the nested primer NAU67 (Table I
and Fig. 1) and the 5-ANCHOR primer. Nested PCRs involving a
second or third round amplification were carried out with 1 pl of the
reaction mixture obtained from each previous round of PCR as
template.

RT-PCR Amplification —Total RNA of human gall bladder was ex-
tracted as described previously (39). Single-stranded ¢cDNA was per-
formed using the 1st STRAND Synthesis kit (CLONTECH), random
hexamers and human trachea poly(A)” mRNA (0.5 ug) (CLONTECH)
or total gall bladder RNA (1 ng). PCR amplification reaction mixtures

(50 ul) contain 0.3 mm dNTPs, 2.5 units of Tag DNA polymerase
(Boehringer Mannheim), 15 pmol of the appropriate primers, the buffer
system purchased with Tag DNA polymerase, and an aliquot of cDNA.
The PCR was performed using a Perkin-Elmer Thermal Cycler 480.
PCR parameters were 94 °C for 2 min, followed by 30 cycles at 94 °C for
30 s, 60 °C for 1 min, and 72 °C for 2 min, followed by a final extension
at 72 °C for 15 min. The amplified products were electrophoresed on a
1% Seaplaque gel (FMC, Rockland, ME) and stained with ethidium
bromide. The band was cut out, purified using Preps DNA purification
resin (Promega), and subcloned into the T/A cloning vector, pMOSBlue
T-vector (Amersham). Thereafter, cDNA clones were subcloned into
pBluescript KS(+) vector (Stratagene) using the restriction enzymes
(Boehringer Mannheim) Pstl, Sacl, and/or Smal. Subclones were se-
quenced as described below using either universal primers or a series of
oligonucleotides specific for both strands of the inserts (Table I).

Isolation and Sequencing of MUC5B Genomic Clones and Sequence
Analyses —Fragments of the genomic clones CEL5 and BEN2 corre-
sponding to the region downstream of the central exon were subcloned
into pBluescript KS(+) vector as described previously (30). The double-
stranded plasmid inserts were sequenced manually using the
dideoxynucleotide chain termination method (40) using [a-**S]dATP
(Amersham) and Sequenase 2.0 (U. S. Biochemical Corp.) according to
the protocol indicated by the manufacturer. Universal primers or a
series of specific oligonucleotides were used. Sequencing reaction mix-
tures were electrophoresed on 6% polyacrylamide gel (Sequagel-6™,
National Diagnostics). The clones were sequenced on both strands
several times. Direct DNA sequencing on cosmid was performed as
described previously (30). Computer analyses were performed using
PC/GENE Software. The whole genomic sequence reported in this pa-
per has been submitted to the EMBL Data Bank with accession number
Y09788. The sequence of TH71 has been submitted to the EMBL Data
Bank with accession number Y10080.

Study of the Intron G~To determine the exact number of repeats in
the intron G, first we cut the genomic subcloned BglII-BglII fragment
using Sacl and Ksal that flank the region containing these direct 59-bp
repeats. The complete digestion with Smal was obtained using 10
units/ug DNA for 3 h. The partial digestions were performed using 1
unit/ug DNA and 0.25 unit/ug DNA for 1 h. After electrophoretic sep-
aration on 1.5% agarose gel, the blot analysis was conducted using the
antisense oligonucleotide NAU199 (5'- AGAGCCGAGGGGTCTGGG-
3’), which had been previously radiolabeled using T4 polynucleotide
kinase (Boehringer Mannheim) and [y-3*PJATP from Amersham.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of the Genomic Fragments of the 3' Region
of MUC5B —The partial restriction maps of the genomic clones
CEL5 and BEN2 were determined. Their overlapping parts
present the same restriction map. The partial restriction map
of the 3’ region of MUCSB is shown in Fig. 1 together with the
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TaBLE I
Primers used for cDNA synthesis and DNA and cDNA sequencing

defig::‘a?i‘on Primer sequence (5’ to 3"} Position Orientation”
NAUS61 ACTCRATGCTCAGGGTTTATTTGC 10582-10605 AS
NAUS67 GGGTTTATTTGCAAAACTG 10575~-10593 AS
NAU71 AGTGCTGATTGCACACTGCGT 838-859 AS
NAU102 CCTGTCGCAGCTTCCTGGCAG 10446-10466 AS
NAU106 CAGTGACGCATAGGGGAAGCCT 3387-3407 S
NAU127 AGGCTTCCCCTATGCTCACTG 3387-3407 AS
NAU128 CGTGTCCACTGTGTCCTCCTCAGTC 1-25 S
NAU140 GATGGCGCAGGGCTGCTTCTG 5139-5159 S
NAU141 CAGACCGTGTGCACGCAGCAC 1001-1021 AS
NAU142 CCAGGGTAGCGACTCCTGAGTG 10246~10266 AS
NAU151 TGAGCEGCGGTTTCAGCAAGA 3168-3188 S
NAU152 CAAGGTTGTGGCACTCAGCAA 3837-3857 AS
NAU196 CGAGGGTTCAGTGTCGGTG 6013-6031 S
NAU200 CAGTGTCCTTACCGGGAGA 2221-2239 AS
NAU203 ATTTAGGAAACCCATCGGGT 5689--5708 AS
NAU207 CGCGGGGTGCCACACACAGGCC 10142-10163 AS
NAU208 GGGTGTAGGTGTGCAGGATGG 9927-9947 AS
NAU219 GCAGGGAAGGGCGCCTGGGAA 7394-7414 AS
NAU226 AGCGGARGGTGGGACAGCAGT 6620-6640 AS
NAU227 ACTGCTGTCCCACCTTCCGCT 6620-6640 S
NAU232 CTTCCCAGGCGCCCTTCCCTGC 7393-7414 S
NAU233 CTGCGAGACCGAGGTCAACATC 9113-9134 S
NAU234 GATGTTGACCTCGGTCTCGCAG 9113-9134 AS
NAU249 CTCCTCACAGGAGTAGCAGC 88148832 AS
NAU277 CAGTGACTGGCGAGGTGCAACTG 3973-3995 S
NAU278 GTATGGGGCCGCATGCGTTGTACACT 4624—4649 : AS
NAU280 TGGACAGATGCCCAGGGTTGA 5901-5921 S
NAU281 TGCCATTGTACGAACACAGCT 6776-6796 AS
NAU282 CTGCAGGCCCCATTGGGTCAT 7297-7317 S
NAU293 ATGAGCCGTGGATGGGGTCCC 1195-1215 S
NAU297 TCATGGTCCTGGGCGGCTCCT 5277-5297 AS

@ Strand orientation: sense (8), antisense (AS).

overlapping fragments, which were separated and subcloned
into pBluescript KS(+) vector. The fragments BamHI-SacIl
and PstI-Sacll (in the left part of Fig. 1) contain the 3’ end of
the central exon. All these clones were entirely sequenced after
restriction digestion and subcloning. Primer walking using spe-
cific oligonucleotides (Table I) was also performed.

3’ Region of MUC5B —Several cDNA-positive clones were
obtained by screening the Agt1l ¢cDNA library using antibodies
as described previously (38). The clone designated TH71 is 380
bp in length. Its sequence (Fig. 2), submitted to the EMBL data
bank with accession number Y10080, revealed a poly(A) tail
with 73 A, 16 bp downstream from a polyadenylation signal
(AAUAAA). By sequencing the PstI-Pst] subclone (noted with
an asterisk in Fig. 1) obtained from the fragment NotI-BglII of
the BENZ2 clone, an identical 67-bp sequence was observed (Fig.
2), up to the A where the poly(A) addition occurs, indicating
that the clone BEN2 contains the 3’ end of the MUC5B gene.
Using the two synthesized oligonucleotides NAU61 and NAU67
chosen in this sequence, a 5'-RACE-PCR experiment was per-
formed. After cloning of the fragment obtained, the insert of 88
bp designated RACE67 was sequenced. This sequence is iden-
tical to the 88-bp sequence determined in the PstI-PstI clone
(Fig. 2). In contrast, the first 34 nucleotides differ from the
sequence of TH71. The TH71 clone, which has been found using
the antibodies directed against the repeat part of the MUC5B
apomucin (38), begins with a 132-bp sequence we found in the
central exon. Between this sequence and the 3’ end identical to
the RACE67, TH71 seems to have been rearranged; moreover,
the following results show that an important part of the cDNA
has been lost. We will discuss these data below.

The Notl-Bg!Il fragment from BEN2 contains two other clus-
tered canonical polyadenylation signals, AATAAA. The first
was located about 2 kilobase pairs downstream from the first
polyadenylation signal and the second 298 base pairs down-
stream from this latter AATAAA. The significance of these two

additional polyadenylation signals is not known. It will be
interesting to determine if several forms of MUC5B mRNA can
be transcribed by selection of alternative polyadenylation
signals.

The dinucleotides TG and GT were found with oligo(T)
stretches in the region downstream from the first AATAAA
motif within the PstI-Pstl subclone. This region, referred to as
“GT cluster,” is important for 3’ processing of polyadenylated
mRNAs (41). Moreover, the pentanucleotide CATTG was found
between the AATAAA sequence and the poly(A) site addition
(Fig. 3). This CAYTG recognition element has been described to
be related to cleavage site selection by Berget (42). The author
suggested that pre-polyadenylated RNA hybridized with the
AAUAAA recognition element as related to primary site selec-
tion, and with CAYUG recognition element within the U4 small
nuclear ribonucleoproteins as related to cleavage site selection.
Hence, MUC5B combines some common features of the 3’
mRNA processing. From this nucleotide sequence, the new
oligonucleotide NAU102 was synthesized to perform RT-PCR.

RT-PCR~—Two specific overlapping cDNAs were synthesized
by RT-PCR experiments. The locations of the oligonucleotides
used in these experiments are indicated in Fig. 1. The oligonu-
cleotide primer NAU151 was designed on the basis of the
sequence determined for the BglII-Bgl/II cosmid fragment (Fig.
1). This fragment hybridized with human tracheal RNA on
Northern blot and probably contains coding sequences. An am-
plification product was obtained when the RT-PCR was per-
formed with the two primers NAU151 and NAU102 using
human tracheal first-strand ¢cDNA as template. It was desig-
nated RT151-102 and is 2209 nucleotides in length. An other
RT-PCR was then performed with the following oligonucleotide
primers: NAU152, designed with the sequence of RT151-102,
and NAU128, chosen in the 3' end sequence of the MUC5B
central exon (30). The resultant 1166-bp amplification product,
called RT128-152, and the RT151-102 were cloned into pMOS-
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(NN A I CCOCTCCTLARCTCCGGGGACGACCTGGATCCTCACAAAGTITGACCACAACAGCCALITACG
Fi7t 6] ACTGAGTZZAGCTGGATCCACGGCCACCCCGTCCTCCACCCCAGGGACCACCTGGATCCTC
THT 121 ACAGAGCCGAGCACTACAGCCACCGTGACGGGCCCACGGSATCCACGGCCACCGCCTCCT

TH7 181 CCACCCFGG"AFCTGCTGGCACC(IICACTATG’I]‘G‘};\(!;CA()ICACGGCCACGACACCCA('AGTC
H

[
Psil-Pst! 1

CTGCAGGGTAACTCAGGGCTGAGGTCGCA

! [
ACGGCCAGGTCAGAGAG
)Ilillil\llll'!i\l!lllil\Ji\[[!1!

RACE6? 1 GGGCTGAGGTCGCAACGGCCAGGTCAGAGAGGG

TH71 24l ATCAGCATCCCAAAGCCCCCTCTGC AACCCAGCCCAGTTTTGCAAATAARACCCTGAGC
(I T A T o I B B B O I\lIJ[IIII?11\lll;‘ilil!lll!ltl!<

Psit-Pstl 49 GTCAGCATCCCAAAGCCCCCTCTGCTCAACCCAGCCCAGTTTTGCAAATAARAACCCTGAGC
!?lllillil\llllil\lIll!l\!Fl!\lli!!fi!xlll\l*lll!l!\!\

RACEG7 34 GTCAGCATCCCAAAGCCCCCTCTGCTCAACCCAGCCCAGTTTTGCAAATAAACCC

FHTY 3“1??T?????AAAAAAAAAAAAAA}?A

Pstl-Pstl 109 ATTGAGTACGTTTCCTGTCCTGACGTCTTTTCTTCCTATCSTCTTTCCCAGGCTGTCCAG

FPsil-Pst1 169 GTCCTCTGTGGGCTGCTTGCCTGGGGCCTGCAG

Fic. 2. Alignments of the sequences, genomic or cDNA, containing the polyadenylation signal of MUC5B. The ¢cDNA clone called
TH71 was aligned with the sequence of the genomic PstI-Pst] fragment (with an asterisk in the right part of Fig. 1), and the clone obtained by

performing RACE-PCR called RACE67.

Blue T-vector. They were subsequently subcloned into pBlue-
script KS(+) vector after cutting with the restriction enzymes
Pstl, Sacl, and/or Smal. The subclones were entirely sequenced
on both strands several times using T3 and T7 primers and
specific oligonucleotides (see in Table I). The two amplification
products RT128-152 and RT151-102 have overlapping se-
quences of 416 nucleotides.

Sequencing Data and Genomic Organization—The 3’ region
of the human MUC5B gene shown in Fig. 3 encompasses
10,690 bp, of which the first 113 nucleotides correspond to the
3’ end of the central exon we recently published (30). The
full-length sequence has been submitted to the EMBL data
bank with accession number Y09788.

The 3’ region of MUC5B gene is composed of 18 exons rang-
ing in size from 32 to 781 bp (Table II) in good agreement with
the mean length of exons (43), in contrast to the extraordinary
large central exon of MUCS5B (30). The last exon is the largest
one. It codes for the 72-amino acid COOH terminus of the core
protein and comprises the 3'-untranslated region, 564 bp in
length, of the MUCSB gene. The sizes of the 18 introns range
from 114 bp to 1118 bp. Each intron begins with a GT and ends
with an AG (Table II), obeying strictly the GT/AG rule of
splice-junction sequences proposed by Mount (44)."

Sequencing Data and Amino Acid Analyses—The 2423 nu-
cleotides open reading frame (Fig. 3) encodes a 808-amino acid
peptide rich in cysteine (10.1%) and proline (9.5%). This region
is relatively poor in threonine and serine (8.3 and 7.3%, respec-
tively). It is thus different from a mucin-like domain. The
comparison of a part of the deduced peptide sequence of RT151-
102 (aa 634-829 in Fig. 3) with the deduced amino acid se-
quence of the ¢cDNA clone pSM2-1 (37) shows 100% identity. In
nucleotide sequence only one codon differs, since the proline in
position 769 in our sequence (Fig. 3) is coded by CCC instead of
CCG in the sequence of Troxler et al. (37). Consequently, this
suggests that pSM2-1 is a part of the MUC5B gene. The
pSM2-1 clone was isolated from a human sublingual gland
¢DNA library, screened with a polyclonal antiserum against
deglycosylated MG1, the high molecular weight mucin from
human sublingual gland. MG1 is a candidate, among other
roles, for participation in enamel pellicle formation (45). MG1
is made up of multiple disulfide-linked subunits and contains
numerous hydrophobic binding sites in naked regions with
negatively charged amino acid residues (46). These character-
istics are in very good agreement with our data, since such
regions do exist in the 3570-amino acid peptide encoded by the
central exon of MUC5B (30). Seven nonadjacent domains,
termed Cys subdomains, have been individualized among the
19 subdomains encoded by the central exon. These Cys subdo-
mains, found in several other apomucins, are richer in Cys

(9.3%), Asp (4.9%), and Glu (7.7%) than the 12 other subdo-
mains. The Cys subdomains are poor in Ser and Thr (Ser+Thr:
9.6%) versus tandem repeat domains, termed R domains
(Ser+Thr: 52.5%). Moreover, Loomis et al. (46) suggested that
aromatic residues of MG1 are buried within the hydrophobic
domains. In fact, the Tyr and Trp amino acid residues are
strikingly clustered in the Cys subdomains for the MUC5B
apomucin. What is more, the MG1 glycoprotein and MUC5B
mRNAs are both expressed in salivary glands among other
mucosa for MUC5B (31, 37). We can thus conclude that
MUCS5B encodes the MG1 apomucin.

The deduced amino acid sequence of the carboxyl-terminal
region of MUCSB contains 15 consensus sequences for attach-
ment of N-linked oligosaccharides (italic in Fig. 4). Studies
were performed using the computer PC Gene software (47). The
secondary structure of the carboxyl-terminal region of MUC5B
was predicted to contain 62% B turn conformation and 13%
helix structure located between aa 219 and 250, 407 and 421,
776 and 801. The rest of the structure consists of extended and
coil structures. The rigid conformation could be essential for
the oligomerization process. In fact 88% of the cysteine resi-
dues are located in or near a § turn as well as 11 out of the 15
potential N-glycosylation sites. Moreover, a serumalbumin
family signature with the consensus sequence YX,CCX,C has
also been found between residues 658 and 682. As mucins are
well known to bind various hydrophobic substances such as
cholesterol, fatty acids, or bilirubin, this small region could be
important in the formation of gallstones for example in which
mucins have been described to be involved (8, 9, 48, 49).

As far as TH71 is concerned, we can now evaluate that more
than 2000 bp have been lost in this last cDNA. We were unable
to reproduce this ¢cDNA using RT-PCR. It may be concluded
that there has been a problem when producing this clone,
which has been otherwise of great interest in determining the
location of the polyadenylation signal in the genomic DNA.

Deduced Amino Acid Sequence of MUCS5B Carboxyl-terminal
Region: Comparison with Other Proteins — Some partial align-
ments with the sequence of vWF have been made by other
authors, for example for MUC2 (16) and for MUC5AC-related
¢DNA clones, like NP3a (22) and L31 (23). Fig. 4 shows that an
alignment on longer sequences can be accomplished. The con-
servation of nearly all of the cysteine residues and of several
other amino acids of vWF and of the three 11p15.5 human
mucins MUC2, MUC5AC, and MUCSB is readily apparent,
suggesting a very similar tertiary structure. The comparison of
the deduced carboxyl-terminal MUCSB peptide with vWF es-
pecially allows us to dissect this region into six domains: one
domain called MUC11p15-type, which follows the central exon,
one 56-amino acid domain with similarities to what we called
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1 CGTGTCCACTGTGTCCTCCTCAGTCCTCACCACZCTGAGACCCACTGGCTTCCCCAGCTCC
v S T v s S S v L T T L R P T G F P s s 20
62 CACTTCTCTACTCCCTGCTTCTGCAGGGCATTTGGACAGTTTTTCTCGCCCGgtgagtge
H 13 s T P C F c R A F G Q F F S P 37
122 atgtggataacactgetgtacccttiticcceccraratgectatgecaacctgggtectgecetgte
182 ctgggagccagtggetrtcrccctgetggrcatgtrtgttceccactggectcacttgge
242 cececteccecggccacactgggteccecactggcoccacactgggtetcctrtectggrscacaatecqgt
302 ccgcactggccacaatcagtrecccaciggccacacttggtccccactggeccacaatgegt
362 ccccocttggccacattcggtetcccctggacacaatccatcceccactggcoccacactgggt
422 ctcctctggccacaatccgtcecgcactggccacaatcactccccactggeccacactegget A
482 ccccactggcécacaatccatccceccactggccacacteggtccccactggtcacaatcegt
542 ccccactggccacactcggtecccactggccacaatccateccccactggecacacteggt
602 ccccactggtcacaatccgtccccagtggceccacacttiggteccccactggccacactcagce
662 ctectgeccctctccactececcttccctggaaccgetgoctccectectgegetrgacctetgect
722 ttgctctcccagaactcetggettacccatctotgggagtggettatctttctatggrget
782 grtecttcacagGGGAAGTCATCTACAATAAGACCGACCGAGCCGGECTGCCATTTCTACGC
G E v I Y N K T D R A G [ H 13 Y A 54
842 AGTGTGCAATCAGCACTGTGACATTGACCGCTTCCAGGGCGCCTGTCCCACCTCCCCACC
v [of N Q H (o D I D R 13 Q G A [o4 P T S P P 74

502 GCCAGTGTCCTCCGCCCCGCTGTCCTCGCCCTCCCCTGCCCCTGGCTGTGACAATGCCAT

P v s s A P L S s P s P A P G [ D N A I 94
962 CCCTCTCCGGCAGgEggceccccgcctgeectrccacctecccgtgeotgegtgcacacggtetyg

P L R Q 98

1022 ggttggctggagcacagccacagtccageccececcgaggeccgtatcagtgacccegaecgec
1082 agtatctccagttggaggaggcacacaggcecctaggggccaggoctagecatgggggeccgecce B
1142 tcctcaggcaggcectcrogtggecacceggggeotttrrggggcecccctaggggtgggatgagec
1202 gtggatggggtcccgtgageoctggtccaggtgaggacgtgcatgttccctgecceccagGTGA

v

29

1262 ATGAGACCTGGACCCTGGAGAACTGCACGGTGGCCAGGTGCGTGGGTGACARACCGTGTCG
N E T W T L E N < T v A R o4 v G D N R v 119

1322 TCCTGCTGGACCCAAAGCCTGTGGCCAACGTCACCTGCGTGAACAAGCACCTGCCCATCA
v L L D P K P v A N v T c v N K H L P I 139

1382 AAGTGTCGGACCCGAGCCAGCCCTGTGACTTCCACTATGAGTGCGAGTgtgagtgecgtcy
K v s DO P S @ P C D F H Y E € E 155

1442 gtggeccgecgggattaccegggggcaggtggagecagagtgcaccgteggcectaggetggcecag
1502 aatggggcatggtggggcacagtggggtgcagtggggaatggtggggcatggtggggcat
1562 ggtggggtgcagtyggggecatggtggggcatggrggggtgtggtyggtggtgrrtgggagat
1622 cgctggcatccecttcaggaaaccatcatgcaccatgcoctgtecttgggeccttcagtggtge
1682 acgtcgtgagagctgttagtatgcaggctrccgtgtccacagggectgaaaatcctgacaca
1742 gcccaagggagaggccagcagaggetggtrttecectgagecttetetgecacatcagecetgergtet
1802 ggtttgaaagggaccecctgeccaggggettetggggccaggagaagectcaggatggaageg

’ - 1862 ggacccagaggagcttttgrectecrgggtectaacagecgettccatcacegtgeygggac

FIG'3'Sequence°fthe3 reg]onOf 1922 ccaccgctaagaggtcacggegttetcactcetrccccatgreccttggeccccaggggetge
the MUC5B gene.The sequence shows 1982 tgttccaaaccgccacaagcoctggggagecttatacaacagaaacccactctcecgtecctgga C

3 i inni _ 2042 gctggaagtctgagatccaggcgggcaggggatagactecctgetgagggtetggggagyg

the entire region.begmnmg at the se 2102 tccttcctgecctctcccagectttggggactccagygtgtcetttggetatggetgecatcc

quence of the oligonucleotide NAU128 2162 ctccgatctctgcctctgcctctetgecctecccctetetgtgtergtgtcetetoctggt

used for the RT-PCR. The sequences of 2222 ctcccggtaaggacactggttcattggattgaggggecccacccagctagtccacgatgat

L 1. . 2282 gtcatttcaagatgecttcccttaatcccatctggcaaagacactttetcccggaaageca

exons are indicated in uppercase letters, 2342 gcatgcggaggttctgggatagccatagattttgggggaccccattctacacactggace

and the sequences of introns are indicated g:g% catttttatagacgaggcagctgaggcccaggggcttcagtggetecccaaggcegeagt

. . . cacagtggtgacgetggetgeccatgacgecectgygggagegagggcaggaggacggagecetyg

mlowercasglet.ters. Encoded amino acids 2522 ccagCccgtccatctctgtcccgcagGCATCTGCAGCATGTGGGGCGGCTCCCACTATTC
are shown in single-letter code and num- ¢ I ¢ s M W 6 G S H Y S167

bered 1-845 in the right margin. Bold 2582 CACCTTTGACGGCACCTCTTACACCTTCCGGGGCAACTGCACCTATGTCCTCATGAGAGA
T F D G T S Y T T R G N [} T Y v L M R E 187

lettefsontherLghtmdlcatethenamesof 2642 GATCCATGCACGCTTTGGGAATCTCAGCCTCTACCTGGACAACCACTACTGCACGGCCTC
the introns. GC boxes are shaded. The ! # A R F G N L S L Y L D N HB Y C T A S§207

polyadenylation signal is bold boxed. GT 2702 TGCCACTGCCGCTGCCECCCGCTGCCCCCGCGCCCTCAGCATCCACTACAAGTCCATGGA

stretches and the pentanucleotide . A T A A A A R C P R A L S I H Y K 5 -M D227
CATTGthatmaybeinvolvedinprocess- 2762 TA';‘CGgCCECAgTGsCAgCA}T{GGzGC:AugGAQGGQGG}éGGgCCIthqagtccaggctg242
g or p9lyadenyla§lon are underlmeqf. 2822 cgggtggcacagtgttggcccagtcecccaaccgecacctgggcaggeccgactgecaggecggyg
The position of the signal of poly(A) addi- ggig gtgacccaggtgccgcagecgatggcccagtgeccaagacagetcccaggyggcagggaagg
: : : cctgtggagccgcctraagecgagegecacccectgtggectaaatgcageccacctggagacte D
tlonlsmarkedbyaparrow:Thesphce 3002 caggcccccaggaagatectgggectrrggggtgggggatacacagggygggttcectetgcacat
donorandacceptor51tesarembold. 3062 ggaggcagagcccaaagagaagcccoctgetrccccgagecccacctggecactgecteccaget

3122 cagggrrteccctggattcccccagATCCTGTTTGACCAAATTCCGGTGAGCAGCGGTTTC
I L F D Q I P v s s G F 254

3182 AGCAAGAACGGCGTGCTTGTGTCTGTGCTGGGGACCACCACCATGCGTGTGGACATTCCT
S K N G v L v s v L G T T T M R v D I P 274

3242 GCCCTGGGCGTGACGGTCACCTTCARTGGCCAAGTCTTCCAGGCCCGGCTGCCCTACAGC
A L G v T \'s T F N G Q v F Q A R L P Y s 294

3302 CTCTTCCACAACAACACCGAGGGCCAGTGCGgtgagtgyggeoggcgggrectgeccecggec
L F H N N T E G Q ¢ 304

agggctgcoctgectgggecectgacaacccagtigagcataggggaagecctggggaggggaatga

3422 gtgggggaggggaggtgggggctgtgaaaggetccccagattceccagecccecgeggtgacgec E
ccactcccagGCACCTGCACCAACAACCAGAGGGACGACTGTCTCCAGCGGGACGGAACC

G T o} T N N Q R D D C L Q R D G T 321

3542 ACTGCCGCCAGTTGCAAGGACATGGCCAAGACGTGGCTGGTCCCCGACAGCAGAAAGGAT
T A A S C K D M A K T W L ¥V P D S R K D
3602 GGCTGCTGGGCCCCGACTGGCACACCCCCCACTGCCAGCCCCGCAGCCCCGGTGTCTAGC
G ¢ W A P T G T P P T A S P A A P VvV s s 361
3662 ACACCCACCCCCACCCCATGCCCACCGCAGCCGCTCTGTGATCTGATGCTGAGCCAgEga
T PooT BT c P P ¢ P L € D L M L s Q 380
3722 grcecteccrcgggggttgecaggccctgggegeccceegegegececgecatgecacgcacgeac F
3782 gcagctcccoctggggcectgaggggeccecctteccgtcoccttgatecgetttgeccecacagGGTCTTTGCT
v F A
3842 GAGTGCCACAACCTTGTGCCCCCGGGCCCATTCTTCAACGCCTGCATCAGCGACCACTGC
E € H N L G P F F N A C I s D H C 403

3902 AGGGGCCGCCTCGAGGTGCCCTGCCAGAGCCTGGAGGCTTACGCAGAGCTCTGCCGCGCC

R G R L E v P [ Q < L E A Y A E L o R A 423
3962 CGGGGAGTGTGCAGTGACTGGCGAGGTGCAACTGGTGGCCTGTGCGIEgagtgggygcgyd
R G v o) & D w R G A T G G L (o 438
4022 cceccgggeccccccagacecotcggectcoictgagtgreetgrgeggtgagrggygggcgyc
4082 cccgggccccccagaccceccecteggccterctgagttgtoctgtgeggtgagtggyggygeggcc
4142 ccgggcccocccagaccecoctreggectocrcigagetgtecrgtgeggtgagtgggyggecgygccc
4202 cgggccccccagaccecctecggectrcretigagtgrectgtgcggtgagtgggggeéggecce
4262 gggccccccagaccccteggecterergagtgtectgtgeggtgagtgggyggeqgygccceccyg G
4322 ggccccccagacccocctcoggeoctctergagtgrecigrgcggtgagtygggggecggecccgy
4382 gcecoccccagacccctcggecrcetetgagrgtectgrgegatgagtgqggygecggeccecgagy
4442 ccccccagacccoteggecrotetgagigrecigtgcggtgagtggggygcyggccccgggc
4502 cccccagactcctcggectcotctgagrgrecrgtgeggtgattggegeoctgggggeccee
4562 ccaaccccttggctrrgtaetgacacctctergtgeccacagACCTCACCTGCCCACCCACC
D L T c P P T 445
4622 AAAGTGTACAACGCATGCGGCCCCATACAGCCTGCCACCTGCAACTCTAGgtaagtacag
K v Y N A [ G P 1 o} 4 A T o N s R 462
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4682 ggatggctggtgccttccctgccacc:aqg:ctgcctqaccqgcctgggggaqcaqgaqq
4742 agqccagangtgtcccactg:qqqccacaqaLcr.qgggcqcccgagcccaggactcctt
4802 ggaaaacatcccctqctqctcccaga:gcctcagagacaqaq:caggcagqgggcgcatc
4862 cctggccacgcctggccccgcatcc:cacctgqccccgccaccgagccccacccatcccc H
4922 gcccatacttagccoggeacacccccaccccagecccaccegtgecegececcage cccyg
4882 cccaccctgaqccc<:gcactccaccca\.Lcatctccttccctgctccccaftgcccath
5042 tqgggactcacgtgqatgacagtgqaqgcct:c:gqa:c:ctaggtctcagggcctctct
5102 :gtca:cc:qcagGAACCAGAGccCACAGCTGGAGGGGATGGCGGAGGGCTGCTTCTGcc

N Q S P Q L E G M A E G [o4 F C 477

5162 CTGAGGACCAGATCCTCTTCAACGCACACATGGGCATCTGE GTGCAGGCCTGCCgtaage
P E D Q I L F N A H M G 1 C v Q A (o 495
5222 rccgccacctgtgggecatacgaccct cgacccaagcacacacaggygtgggaggag
5282 cecgecccaggaccatgatgtgetetrce cecccagctgacccccgtgacctgttrctge
5342 cccaccagagcatgggatggecccag ccctgaaccctgcagagecccccacggtcc
5402 cctgaagcccacagggaggetetygerce grtgatcctgtgatggreccctrtcccctgage I

5462 cctgecctcccaccaccatggacgaggecttccatgcactgacagetgggectrcacggtgece
5522 tggcctgagctccagecacatctgacaccccaaaagttctocagggccttecatecceggyg
5582 gggaagcaggctccaggectgagagecacctecccatgecagaggeocccctecgectgcaaact
5642 cagcaccctccgtgatgeccatgetgtottetttccagCCTGCGTGGGACCCGATGGGTTT

P Lo} v G P D G F 503
5702 CCTAARATTTgtgagtggcectccaccecccacetgecctaccccacectectegegagetgagg

P K 3 506

5762 gagggagggaaggagcatccccatcccacagggcagcetgtggggagecccgagtgtgacgt
5822 ggacgtgccagtggetrtggtgtgegettcctgeeoeccatcactcrgggecactcgggtacea J
5882 gcccgagggagggggtggcectggacagatrgcccagggttgarcrcrgtgtetgtrecaggagec
5942 ctcagggaccccettgatccattccaglCCGhGGAGCGGTGGGTCAGCAACTGCCAGTCC
7182 P 6 E R W V S§ N C Q § 517
6002 TGCGTGTGTGACGAGGGTTCAGTGTCGGTGCAGTGCAAGLCCCTGCCCTGTGACGCCCAG

C v C D E G S \s $ v Q c K 14 L P C D A Q 537

6062 GGTCAGCCCCCGCCGTGCAACCGTCCCGGCTTCGTAACCGTGACCAGGCCCCGGGCGAGG
G Q 4 P P o) N R P G 1 v T v T R P R A R 557

6122 AACCCCTGCTGCCCCGAGACGGTGTGCGgtaagacgctgcagagecagaggtgeccggeat
N P c c P E T v C 566

6182 agggtgagggygggacagagececggtgecccaccaggggcectgtgggttgggecacaggagage
6242 agaggagagccactgtgtccoctggegigaccgeggecaggaccacteggecagagatggectce
6302 caggtgcttcattctecctcctaacgatgaggcrggtgacctetggectgcccaggagtgy K
6362 cccagggacgtggggaagcagcggggaggtggeccaagcaaaggggcctggagggageccc
6422 aggggctgtgaagcggtcaggtcctcggggaaaagcacgecctgegacttactctgggaac
6482 aagtggtecgggaggaggagtgagcagcgcccagacagtggecctccatccteececgecagTGT

v 567

6542 GCAACACARACCACCTGCCCCCAGAGCCTGCCTGTGTGCCCGCCAGGGCAGGAGTCCATCT
¢c N T T T € P Q@ § L P Vv ¢ P P G Q E s 1 587

6602 GCACCCAGGAGGAGGGCGACTGCTGTCCCACCTTCCGCTGCAgtgageggggctggggec
c

c T ¢ £ E &6 D C ¢ P? T F 601
6662 gggctcctgggrggectctrgoigggggtgggggggtycaggatggtgggggegerggag L
6722 cacatgectccccaccacttgtegagggetitageteccctttccttccagGACCTCAGCTGT

R P Q@ L 605

6782 GTTCGTACA}\TGGCACCTTCTACGGthaagqgcacagcég:gggtgggcgtggccctgg
(o] s Y N G T 3 Y G 614

6842 ggcctgaacatgtgtgtgggatgcccececggggetcotctgagecccactecettgteottgaca
6902 ttecctgecctgagggccgateccgcacaggggccctggacacgtcagagetgggacatget
6962 tgggactcaggggcaccttacgtcgacagccatgagctccacaactgetgecctectgagag
7022 gtccecttcaggggectcccagcaacagectggggggcagecacacactggcctgggggtcce
7082 cgecctgcsgaagagattcctacioogecéggattcctgectgeccagattecctgecccatgg M
7142 ggtectctgcdcéacceccagattcctgcdccacatggggtcteotgectgcccagattcectgcece
Fic. 3—continued 7202 cacctgtggtccctgigtgcatcagetrccctgectgcectgggtecatgecteagccagaqgy
7262 tgcatctatgctccatctgaggaaggaacaactccctgecaggecccattgggtcatyggqg
7322 aggggtcctggecccoctgttgeccccaccagtgeccctcagtgecacccteccacecccttgcag
7382 GTTGGTGCAACCTTCCCAGGCGCCCTTCCCTGCCACATGTGTACCTGCCTCTCTGGGGAC
v G A T F P G A L P c H M C T C L s G D 634

7442 ACCCAGGACCCAACGGTGCAATGTCAGGAGGATGCCTGCAACAATACTACCTGTCCCCAG
T Q D P T v Q [o4 [+] E D A v N N T T Cc P Q 654

7502 gtgagacccaaggcacctgeccccaggtgagecccecgaggcacctgeccecccaagtgagac
7562 ccgaggcacctgcecccaggtgagacctgagtcaccegeccccaggrgageccccgaggea
7622 cctgcccccaggtgagtcctgaggcactitgecccaagtgagaccecgaggecacectgececa
7682 ggtgagacccgaggcacctgeccccaggcaggrgecccaggtgagaccrgagtgacettgee
7742 ccgtgagccaccaaggcaccrgecccaagtgagaccgaggcacctgeccocccaggtgagece
7802 acagctgectgggcagcccagecctgagtcacttatcctgggetcecectggggttetctage N
7862 tcagccattgectggggtettgtttgttttccaaagggagggtatgaagtaggaggataac
7922 tgagggggtctgggggtgggacaggacctgcaggctgetggggacaggggctgaggtcag
7982 gttccaggaaggcaggggtaggcecagagagaaggtgectggaaactggggtgaggctgageca
8042 gggataactgagtgggggcaacttcttoegggtataggecccaggcagggacagggectaagg
8102 ggtcctggaccactggggtgtagacaggagggcaggctgggccggggcargtgectggagyg
8162 agagggttaggectgacgccecetcatgiccccacagGGCTTTGAGTACAAGAGAGTGGCC

G 13 E Y K R v A 662

8222 GGGCAGTGCTGTGGGGAGTGCGTCCAGACCGCCTGCCTCACGCCCGATGGCCAGCCAGTC
9482 &6 @ ¢ C©c 6 E € V @ T A ¢ L T P D G Q P V 68

8282 CAGgtaacagcagaggcatgtgggggcaggtctcagetccecteccectggagaccctcacee

Q 683
8342 ccaacggggctctgcacaagaggtaatcecctactcagettccacactcacecttgecatrtt O
8402 cagCTGAATGAAACCTGGGTCAACAGCCATGTGG CAAC GCACCGTGTACCTCTGTGAG
L N E T w v N s H v D N c T v Y L o E 702
8462 GCTGAGGGTGGAGTCCATTTGCTGACCCCACAGCCTGCATCCTG CCAGATGTGTCCAGC
A E G G v H L L T P Q A S o P D v s s 722

8522 TGCAGGgtgtgtgeoctggaggecctgeccecsotgectgggagtcctigteccatcagggaggec
o4 R 724
8582 caaccccrgtct

gggatgcctgcacagcagggaggccccacccctrgeotggggaggeccca
8642 cccctgecctgggaag

tgg

gtc

a
ccccacccetgeocctgggaggccecgeocecrgecccgggaggeccatg P
gcccecteccoccaggaggcegecacccaccagggaggceccocgeeaaca
LLtggeecececaccagGGGAGCCTCAGGAAAACCGGCTGCTGCTAC

G s L R K T G c [of Y 734

8822 TCCTGTGAGGAGGgtaagtggaagceccacrtsttocracaccagecocctecagetecagecegt

8702 ccecectgceccagqgyg
87862 gccectgecccceccet

o

s [« E 3 138
8882 cgccacccatccattcctgeccaga ctgcactaggcagragrgggatgecccgegtcc
8942 agactccaccctcggtecctyggagqggy tgggaggggtggtecccatggggagggteggeoc Q
9002 cagcaagtccaggccctcagagtga ccagtggggctccacatctgococtrtitcctect
9062 CccagACTCCTGTCAAGTCCGCATCAA CGACCATCCTGTGGCACCAGGGCTGCGAGAC
D s c Q \ R I N T T 1 L W H Q G c E T 757
9122 CGAGGTCAACATCACCTTCTGCGAGGGCTCCTGCCCCGGAGCGTCCAAGgtgagtgggate
E v N I T F C E G s C 14 G A S K 773
9182 ctggcctgtgccaagagcaccetgegtgtggtgggtecgeectggeoccgtcagetggeeqgg
9242 cagcctgcoctectgggrcaggagggcectacgseccagetccaggaaggagggaaggggetcecce
9302 cagcagggctceocecctcoctccacgteccatiggcagaaageccttggggecgetcrectagece
9362 aggccagggcccggectgageccgagecacatggcacagetccececgetgcaacccaggtcca
8422 ggtgtccccctgggagggtgggtggaacccagagececttetgtgaagececceccatggettg R
9482 ccactgtggttggctgtcagcaggaggggccagaagggttgacecttagetagaagagge
9542 aggaggaaggdtcaagggectgcttagggtrcagcaggattggaggagetggttcagacagg

agccaagggacccectggggecccagagetge

9
tca
9602 ggaagtgcaggccacagaatacagageccggg
Goecacagagcaggccact ggacagaagggq
ccc
3

9722 ggecggcecgtcoctggocaggacacccagaggecc
9782 gcggggccaaggtggctgatgtgagggcca
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9842 CAGGCCATGCAGCACCAGTGCACCTGCTGCCAGGAGAGGCGGGTCCACGAGGARAGACGGTG
Q A M Q H Q c T [ [of Q E R R v H E E T v 798
9902 CCCTTGCACTGTCCTAACGGCTCAGCCATCCTGCACACCTACACCCACGTGGATGAGTGT
P L H C P N G s A I L H T Y T H v D E c 818
9962 GGCTGCACGCCCTTCTGTGTCCCTGCGCCCATGGCTCCCCCACACACCCGTGGCTTCCCG
G o4 T 4 F c v 13 A P A P P H T R G F P 838
10022 GCCCAGGAGGCCACTGCTGTCTGAGAACGTTCTGCCTCCATCCCCATGCTCTGTCCACCT
A Q E A T A V Stop 845
10082 GGAGCCAGGATGTGCATTGTCTGATCATGAAAACCTTGGGCCTCCTCTGCGGAGCCCCCC
FIG. 3_00ntinued 10142 GGCCTGTGTGTGGCACCCCGCGCTCLGTGCTCCTGCTGCCCACCCCGTGGGTGAAACCGG
10202 CCCCAGAAGGGTGAGGGGCCAGCAGSIACCICTTTCGGGAGGGCGCCACTCAGGAGTCCTAC
10262 CCTGGGAGAGCCTGTGGCCCACCTTSGCCTTGCCCCTCCCTGATGTCACTGGGACGCCCT
10322 GGAACAAACTAAGCATGTGCGGGCTTATGTSTCCCTGCCACGGCCGGACGCCCGCGCAGC
10382 ACGGATTCCAGCTGGCCACGTCCGGLCGCTSGGGCAGACAGGCTGGTCCAGGCARGGCCA
10442 GCTGCTGCCAGGAAGCTGCGACAGGLZAAGTGGCCGCCTGTCCATGCCTGCTGCAGGGTAA
10502 CTCAGGGCTGAGGTCGCAACGGCCAGGTCAGSAGAGGGGTCAGCATCCCAAAGCCCCCTCT
10562 GCTCAACCCAGCCCAGTTTTGCC’:CTGAGCATTGAGTAcg ttteectgtecctga
polyA
10622 cgtcttttcocttcctaccgEcetirccsaggrtgrecaggtcctlctgtgggeigericctygg
10682 gTTcXgeag - — — i —
TaBLE II
Characteristics of the exon-intron junctions of the 3’ region of the MUC5B gene
: Exon Intron
Protein . .
: 5' Splice donor 3’ Splice acceptor
domain No. Size P Name Size Class P P
bp bp
Central 0 10,713 CGCCCGgtgagtgcatgtygga A 679 1 tgttgttcttcacagGGGAAG
MUC11pl5 1 182 CGGCAGgtggecccgectygece B 283 0 tgttccctgecccagGTGAAT
A3uD4 2 172 GCGAGTgtgagtgcgteggtg C 1118 1 atctctgteccgcagGCATCT
D4-like 3 260 GGCCTGgtgagtccaggctyge D 338 0 cctggatceccccagATCCTG
D4-like 4 187 AGTGCGgtgagtgggcggcygy E 159 1 acgccccactcccagGCACCT
D4-like 5 226 GAGCCAgtgagtccteecteg F 114 2 cgetttgecccacagGGTCTT
D4-like 6 176 TGTGCGgtgagtggaggeggc G 594 1 tctetgtgeeccacagACCTCA
D4-like 7 70 CTCTAGgtaagtacagggatg H 443 2 cttgtcatcctgcagGAACCA
D4-like 8 101 CCTGCCgtaagctcogecace 1 463 1 ctgttttctttccagCCTGCG
D4-like 9 32 AAATTTgtgagtggctcecacce J 258 0 cttgatccattccagCCCGGG
D4+B-like 10 181 TGTGCGgtaagacgctygcaga K 389 1 tecatccteccgeagTGTGCA
B+C-like 11 105 - GCTGCAgtgagcggagcetagy L 126 1 teccetttecttecagGACCTC
C-like 12 38 TACGGGgtaagggcacagcay M 5374 0 tcccacccettgcagGTTGET
C-like 13 120 CCCCaGgtgagacccaaggca N 696 0 ctcatgtccccacagGGCTTT
C-like 14 87 GTCCAGgtgtaacagcaggca (6] 120 0 ccttgcatttcagagCTGAAT
C-like 15 123 TGCAGGgtgtgtgctggaggce P 264 0 tttggcceccaccagGGGAGT
C-like 16 43 AGGAGGgtaagtggaagceac Q 232 1 ctttcctecteccagACTCCT
C-like 17 103 GTCCAAgtgagtgggctecty R 656 2 accctgcgtccacagGTACTC
CK+3'-UTR 18 781 -
C a ccceocceeee ¢©
Consensus (44) AGgt agt n ag
A g ttcctttttet t

the A3uD4 domain (located between the A3 and the D4 do-
mains in vWF), one D4-like domain, one B-like domain, one
C-like domain, and one CK domain of 86 amino acid residues
(see Fig. BA).

The domain called MUC11p15-type (Fig. 54) from aa 38 to 84
in MUC5B follows the central domain described previously
(30). It shows similarities to MUC2 and MUCS5AC, particularly
with regard to the cysteine residues. This domain is somewhat
different from the A3 domain of vWF.

The second domain, called A3uD4, also present in vWF, is 69
aa in length in MUCS5B and spans aa 85-154. This domain is
also found in MUC2 and L31, i.e. MUC5AC.

The vWF-D4 domain was found in MUC5AC, MUC2, and
MUCSB (aa 155-533). D4 was found in zonadhesin, a sperm
membrane protein that binds in a specific manner to the egg
extracellular matrix from pig (50). Moreover, the D4 domain
shows similarity to a part of vitellogenin found in nematode
Caenorhabditis elegans, chicken, and frog (51). Among the well
conserved peptide sequences, of which the positions are indi-
cated for MUCS5B, NC(S/T)YVL (aa 180-185), TXGXCGXC (aa
300-307), YAXLC (aa 417-421), CXDWR (aa 427-431),
EGCFCP (aa 473-478) found in MUC2, MUC5AC, vWF and
MUCS5B, the TXGXCGXC octapeptide contains the vicinal cys-
teine residue motif CGXC, which also exists in vitellogenin and
zonadhesin. Mayadas et al. (52) showed that these motifs are
similar to the amino acid sequences at the active site of disul-
fide isomerases that catalyze thiol protein disulfide inter-

change. These vicinal cysteines may have the capacity to cat-
alyze disulfide interchain formation, but Voorberg et al. (53)
indicated that the dimerization resides in the last 151 residues
for the vWF. Recently Perez-Vilar et al. (54) validated this
hypothesis for PSM, showing that this apomucin can very
likely form dimers between its carboxyl-terminal domains.
Hence, our sequencing data suggest that the MUC5B apomucin
is also able to form dimers between its carboxyl-terminal do-
mains. The presence of disulfide-linked subunits was already
predicted by Loomis et al. (46) in MG1. Moreover, Kawagishi et
al. reported that MG1 contains at least two subunits (55), one
of which is the salivary link component that weakly cross-
reacts with antiserum to the human small intestinal link com-
ponent, which contains N-linked carbohydrate (56).

Following the D4-like domain, one B-like domain of 40 aa
residues was found in MUC5B (aa 534-574), MUCZ2, and
MUCSAC instead of the three B domains defined for vWF (36).
This B-like domain has not yet been found in other protein
sequences.

Instead of the two C domains (C1 and C2) present in vWF,
only one C-like domain was found in the three 11p15.5 mucins
MUCS5B, MUC5AC, and MUC2 (aa 575-740 in MUC5B). One
C-like domain was previously reported in the frog integumen-
tary mucin FIM-B.1 (57). This C-like domain has been de-
scribed to be more related to the C1 than to the C2 domain. In
contrast to vWF, in which the homologous C1 and C2 domains
arose by duplication, this duplication did not occur in FIM-B.1
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th other proteins: vWF (36), MUC2 (16), and L31 (23). Dashes indicate
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F1G. 4. Comparison of MUC5B carboxyl-terminal prote
gaps introduced in the sequence for alignment purposes. Cysteine residues are shaded. Potential N-glycosylation sites are indicated by bold italic

letters. Black down-pointing arrowheads indicate the positions of the introns of human vWF and are named according to Mancuso et al. (36). Black
up-pointing arrowheads indicate the positions of MUC5B introns and are marked with the intron letter according to the Table II. Identical amino

acids in vWF, MUCZ2, L31 (MUC5AC-3’ end), and MUC5B are bold boxed. Thin bozes indicate identical amino acids in at least three proteins.



Carboxyl-terminal Region of MUC5B

La Région Carboxy-Terminale

16881

MUCS5B;
MUCS5AC;
MUC2

vWF

Cystine knot
growth-factors

1415 16 17 18

200 pb

Fic. 5. Organization of the 3’ region of MUC5B. A, schematic diagram of the carboxyl-terminal MUC5B core protein and similar proteins.
B, organization of exons and introns in the 3’ region of MUC5B. Exons are indicated by open boxes and numbered consecutively with 0 for the
central exon (light gray box). Black box indicates the 3’-untranslated region. Introns as well as 3'-flanking sequence are indicated by lines. Each

intron is named with a letter according to Table II.

(57). In fact, our genomic study shows that the C-like domain of
MUCS5B is more related to the C2-domain. Extremely conserved
intron positions can be shown for introns 45 and L, and for
introns 46 and M. Thus C1 and C2 in vWF, and C-like domains
in 11p15.5 mucin genes, probably have a common ancestor
domain, which has duplicated into C1 and C2 in vWF.

The last domain found in MUCS5B is the CK domain (for
cystine knot) from aa 741 to 826. The CK domain was also
found in the 3’ end of the secreted proteins MUC2, MUC5AC,
FIM-B.1, and rat-Muc2 (58, 59). The CK domain exists in other
secreted proteins (60-62). Eleven cysteine residues and some
other amino acid residues within this CK domain are nearly
invariant. Molecular modeling of the Norrie disease protein
(61) predicts that this domain has a tertiary structure similar
to that of transforming growth factor 8 (TGF-8). In TGF-B,
seven cysteine residues, corresponding to cysteines 741, 764,
768, 787, 788, 818, and 820 in MUC5B, are nearly invariant
(61). Crystallography studies of TGF-82 have shown that six of
these cysteine residues are closely grouped to make a rigid
structure called the cystine knot (for reviews see 60, 63). More-
over, the determination of the crystal structure of dimeric
nerve growth factor and platelet-derived growth factor re-
vealed a structure similar to the one of TGF-B2. Tertiary struc-
ture similarities probably account for a strong resistance, as
suggested by these authors, to heat, denaturants, and extremes
of pH. The remaining cysteine residue in each monomer, cor-
responding in MUCS5B to Cys-787, forms an additional disul-
fide bond that was found to link two TGF-B2 monomers into a
dimer. Hence, the human mucins MUC5B, MUC5AC, and
MUC2, the animal mucins PSM, BSM, rat-Muc2, and FIM-B.1
and Norrie disease protein may be members, with their 11
cysteine residues, of a new CK subfamily.

Out of the 15 consensus sequences for attachment of N-
linked oligosaccharides (italic in Fig. 4), 10 sites are close to
those observed in the 3’ ends of MUC2, and/or MUC5AC (L31)
and/or vWF. Four of them (positions aa 179, 298, 299, and 569

in MUCS5B) have the same positions in the deduced peptides of
the three human mucin genes mapped on chromosome 11p15.5.
One site has the same position in the three mucins and in vWF
(aa 2223 in vWF and aa 463 in MUCS5B). In addition to the
typical and expected O-glycosylation that occurs in MUCSB, it
is very tempting to speculate that this apomucin, synthesized
in the endoplasmic reticulum, is rapidly N-glycosylated. The
polypeptide might fold to form intramolecular interactions and
then dimers through intermolecular disulfide bridges within
the carboxyl-terminal region. Although previous studies on
bovine vWF suggested that N-glycosylation is not necessary for
dimerization (64), Wagner et al. (65) more recently reported
that N-linked carbohydrate addition onto human vWF is im-
portant for dimerization. In contrast, Perez-Vilar et al. (54)
demonstrated that PSM dimerization is not dependent on the
N-linked oligosaccharides within its carboxyl-terminal domain.
Further studies on MUC5B apomucin using recombinant pro-
teins synthesis to obtain antibodies and culture of mucus-
secreting cells such as HT29-MTX in presence of tunicamycin
will be required to clarify the role of N-glycosylation.
Sequence Analyses of the Introns —The schematic organiza-
tion of the carboxyl-terminal MUCS5B gene is given in Fig. 58.
No alternative splicing was found using total RNA from gall
bladder or poly(A)” mRNA from trachea and the following

pairs of primers: NAUI128/NAU152, NAU151/NAU203,
NAU140/NAU218, NAU227/NAU208, and NAU233/NAU67
(Table I).

Introns A, C, E, G, I, K, L, and Q are class 1, where each
intron interrupts the coding sequence between the first and
second bases of the codon (66). Introns F, H, and R are class 2
(the intron interrupts the second and the third bases of the
codon), and introns B, D, J, M, N, O, and P are class 0 (the
intron occurs between codons). Introns B, C, E, G, J, K, L, M,
and N have the same positions as the introns 33, 34, 36, 37, 38,
40/41, 45, 46, or 43/47, respectively, in vWF (Fig. 4). It must be
emphasized that introns C and 34, E and 36, G and 37, K and
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40 or 41, L and 45 are class 1, while introns J and 38, M and 46,
and N and 43 or 47 are class 0. We can then observe that the
ORFs between the symmetrical introns C and E, between E
and G, between G and K, between K and L, between J and M
and between M and N have flanking introns of the same phase
class at both their ends. Consequently these ORFs are good
candidates for exon shuffling especially when both ORF flank-
ing introns are class 1 (67). It would be interesting to determine
if MUC2, MUCSAC, and MUC5B have a common 3’ end gene
organization. Then it would be proposed that exon shuffling
mechanisms may have played an important role in the forma-
tion of genes coding for proteins with D/B/C/CK domains, while
a single ancestral gene may have evolved by successive dupli-
cations to give rise to the 11p15.5 human mucin gene family.
Clearly, much work remains to be done and new data have to be
collected concerning the three other 11pl5.5 mucin genes
MUC2, MUC5AC, and MUCS6 to confirm our hypothesis; in
particular, the exon-intron repartitions have to be elucidated.

In some introns, unique tandemly repeated sequences that
are more or less perfect are found: 23 copies of an imperfect
20-bp repeat in intron A, 11 copies of an imperfect 10-bp repeat
in intron C, 9 copies of a perfect 59-bp repeat in intron G, and
12 copies of an imperfect 20-bp repeat in intron P. Searching of
the GenBank data base indicated that the consensus sequences
of these four distinct repeats were not identical with any reg-
istered sequence. It is striking that intron G is 75% (G+C)-rich
and it is almost entirely built up of copies of a perfect 59-bp
repeat, CCTGTGCGGTGAGTGGGGGCGGCCCCGGGCCCC-
CCAGACCCCTCGGCCTCTCTGAGTGT. Each repeat contains
one GC box binding site and one Smal enzyme recognition site.
The first copy of this repeat begins in the 3’ end of the exon 6.
To determine the exact number of repeats in this intron, first
we cut the genomic subcloned BgllI-BglII fragment using Sacl
and Rsal enzymes that flank the region containing these per-
fect 59-bp repeats. Then we performed a complete and two
partial restriction digestions with Smal (for details see “Exper-
imental Procedures”). NAU199 is an oligonucleotide that rec-
ognizes a part of the 53-bp repeat. The results shown in Fig. 6
led us to conclude that there are nine 59-bp repeats. In a
previous study where single-stranded oligonucleotides were
used, we found that a nuclear factor called NF1-MUC5B (68),
extracted from the colonic mucus-secreting subclone HT29-
MTX, binds this GC site. This factor, with a M, of 42,000, has
been demonstrated not to be Spl. Biochemical studies are
currently in progress in our laboratory to characterize this
nuclear factor.

In summary, we have cloned and sequenced the whole
genomic 3' region of MUC5B and defined the exon-intron
repartition. We have proved that this gene codes for the high
molecular weight salivary mucin MG1. MUCS5B is expressed
essentially at high levels in acini mucous cells of salivary and
respiratory submucosal glands and in epithelial cells of gall
bladder, endocervix, and pancreas. This study provides the first
genomic organization of the 3' region for a large size secreted
gel-forming mucin gene. Our recent work showed that the
central domain of MUC5B is encoded by a single large exon
(10,713 bp), the largest one described to date in vertebrates.
The deduced protein contains 19 subdomains. Some of them
show similarity to each other, creating repeat units called
super-repeats of 528 amino acid residues, which are the biggest
ever determined in mucin genes. Each super-repeat comprises
a 108-amino acid cysteine-rich subdomain. This last subdo-
main, found seven times in MUC5B, has thus been found
several times in at least three of the four human mucin genes
mapped to 11p15.5. (30). It seems that 11p15.5 human mucin
genes are characterized by (i) a large exon encoding the repet-
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Fic. 6. Characterization of the 59-bp repeat in the intron G. A,
partial restriction map of the BglII-Bg/ll fragment from cosmid
genomic clone BEN2. B, electrophoretic separation in agarose gel. The
BglI1-BglIl fragment containing the intron ‘G was cut with Sacl and
Rsal that flank the intron G and thereafter partially digested using
Smal. Blot analysis was conducted using the radiolabeled oligonucleo-
tide NAU199. Lane 1, Bgli1-Bglll fragment totally digested with Smal;
lane 2, Sacl-Rsal fragment partially digested for 1 h with Smal (1
unit/ug DNA); lane 3, Sacl-Rsal fragment partially digested for 1 h with
Smal (0.25 unit/ug DNA); lane 4, Sacl-Rsal fragment.

itive domain as demonstrated for MUC5B and as suggested by
Toribara et al. for MUC2 (15), (ii) the presence of Cys subdo-
mains with 10% Cys residues (30), and (iii) a unique sequence
just downstream from the repetitive domain typical of the
11p15.5 mucin genes and a cysteine-rich region, which is di-
vided in several subdomains similar to vWF-D4, vWF-B,
vWF-C, and CK domains (Fig. 4). It will be interesting to
determine if the three other mucin genes MUC2, MUC5AC,
and MUCS6 have the same 3’ end genomic organization as
MUCS5B. Moreover, it is clear with our previously published
data (21, 29, 30) and with our present results, that MUC5AC
and MUC5B are two distinct genes; therefore, it would be
preferable for all authors to be precise in specifying which gene
is concerned when they write MUCS.
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Note Added in Proof— While this manuscript was in review, Nielsen,
P. A., Bennett, E. P, Wandall, H. H., Therkildsen, M. H., Hannibal, J,
and Clausen, H. ((1997) Glycobiology 7, 413-419) identified MG1 as
tracheobronchial mucin MUC5B. On the other hand, Keates, A. C.,
Nunes, D. P., Afdhal, N. H., Troxler, R. F., and Offner, G. D. ((1997)
Biochem. J. 324, 295-303) published a partial genomic organization of
the 3’ end of MUC35B with some differences from our data.
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La région 3’ du géne MUCSB s’étend sur pres de 11 kb (la séquence compléte est
accessible sous le numéro Y09788 dans la banque de données GenBank™) et comprend 18

iéme

introns qui ont une taille comprise entre 114 et 1118 pb. L’intron G (7™ intron en aval de
I’exon central) a une taille de 597 pb. 1l est majoritairement constitué d’un motif parfait de 59
pb répéte O fois en tandem. Le premier motif est en partie sur I’exon précédant I'intron G. Ces
motifs, tres riches en G+C, contiennent tous un site de restriction Smal ainsi qu’une boite GC.
Une protéine nucléaire de 42 kDa (Pigny ef al., 1996b) reconnait cette boite et pourrait étre
impliquée dans la régulation de MUCS5B ou d’un geéne proche de MUCS5B. La purification de

cette protéine et sa caractérisation biochimique sont en cours au laboratoire.

La partie 3° de MUC5B code un peptide de 808 aa trés similaire a la région 3” du

VvWEF, c’est-a-dire en aval des domaines A. MUC2, MUCSAC et MUCSB possédent des
régions carboxy-terminales trés homologues entre elles, tout particuliérement en ce qui
concerne les positions des résidus Cys. Notre analyse des s€équences peptidiques nous a permis
de subdiviser en 6 domaines la région carboxy-terminale de MUCSB comparativement aux
régions carboxy-terminales de MUC5AC et MUC2 :

@ un premier domaine que nous avons appelé «MUC11p15-type» car il est
retrouve uniquement dans les 3 apomucines

@ un petit domaine commun aux 3 mucines et situ¢ dans le VWF entre le
domaine A3 et le domaine D4. Nous I’avons nommé A3uD4.

@ un domaine D4-like semblable a celui du VWF

@ un domaine B-like unique au lieu des 3 domaines B du vWF

® un domaine C-like unique au lieu des 2 domaines C1 et C2 du vWF

® un domaine CK qui fait de MUC5B, MUCS5AC et MUC2 des membres de
la mégafamille des protéines a CK. Ce domaine est probablement impliqué dans la dimérisation

des protéines possédant ce domaine.

Enfin, la séquence peptidique de MUCSB comporte une région 100% homologue a la
séquence peptidique déduite du clone pSM2-1. Cet ADNc code 196 aa de la région carboxy-
terminale de la mucine salivaire de haut poids moléculaire MG1 (Troxler et al., 1995). Comme,
de plus, MUCS5B s’exprime dans les glandes salivaires, on peut conclure que MUCS5B code la

mucine salivaire MG1.
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Alors que nos travaux présentés ci-dessus étaient sous presse, 2 articles ont été
publiés concernant la région 3° de MUCS5B et un article présente la région carboxy-terminale

de MUC6.

IL.2 «Identification of a major human high molecular weight salivary

mucin (MG1) as tracheobronchial mucin MUCSB »

Nielsen et al. avaient auparavant produit et caractérisé un anticorps monoclonal
PANH?2 contre la fraction déglycosylée de MG1 (Nielsen ef al., 1996). Cet anticorps a permis
de cribler une banque d’expression (Nielsen ef al., 1997). Un clone, SALI, de 849 pb, a été
1s0lé, séquencé et étudié. La séquence nucléotidique est trés homologue aux séquences
d’ADNc JERS7 et JUL7. Le clone d’ADNc¢c PSM2-1 (Troxler ef al., 1995) a été utilis¢ comme
sonde sur une banque génomique construite en bactériophage P1. Un clone a été isolé. Les
sondes PSM2-1 et SAL! s’hybrident a un fragment EcoRI-EcoRI de 25 kb de ce clone
génomique. Ces auteurs, en utilisant un oligonucléotide sens dans la région 3’ de JERS57 et un
oligonucléotide antisens dans la région 5° de PSM2-1 ont amplifié, par RT-PCR sur de I’ARN
salivaire, une bande de 2,3 kb. Ce produit de PCR a été cloné et les séquences nucléotidiques
des extrémités correspondent aux séquences 3’ et 5’ des clones JER57 et PSM2-1. Ces auteurs
ont ensuite vérifié par Northern blot d’ARN de glande salivaire que SAL1 donne un continuum
de bandes typique des mucines. Enfin, les études d’hybridation in situ menées par ce groupe
montrent que MUCSB est exprimé par les cellules des glandes salivaires sublinguales, sous-
maxillaires, palatine et labiales confortant les études d’immunohistochimie menées avec

I’anticorps monoclonal (Nielsen ef al., 1996).

I1.3_« Molecular cloning of a major gall bladder mucin : complete C-

terminal sequence and genomic organization of MUCSB »

Ce second article qui a été publié en mai 1997 dans Biochem. J. présente en fait

I’organisation génomique partielle de la région 3’ de MUC3B. Ces travaux du groupe d’Offner
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nous ont semblé, au regard de nos résultats, trés critiquables. Au dela de la polémique qui
oppose notre groupe au groupe américain concernant la région 3’ de MUCS5B, ces résultats
mettent surtout I'accent sur la difficulté d’étudier des genes comportant des séquences répétées

en tandem.

Nous avons donc analysé cet article de trés prés et nous avons soumis pour

publication nos remarques et critiques au méme journal sous forme d’une lettre :

« Complete C-terminal sequence and genomic organization of MUCSB ? »
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Keates ef al. [1] recently published in this journal a paper entitled "Molecular cloning of a
major human gall bladder mucin : complete C-terminal sequence and genomic organization of
MUCS5B". Concomitantly, we determined the complete genomic organization of the 3' region
of MUCSB [2]. Since discrepancies on several points exist between our data and the findings
published by Keates e al., I wish to argue in this letter and present evidence that numerous
shortcomings in [1] come closest to explaining these differences.

1- The authors state that five nucleotide sequences have been deposited in the GenBank, but
no information is provided to show what sequence each number corresponds to. We have
analyzed these sequences. They are pieces of a puzzle in which some parts are missing. The
readers will appreciate the explanations I give here : the first one concerns the hGBM4-1 :
U78550. The second one, U78551, concerns hGBM2-3, but its length is not 1565 bp as is
written at the beginning of the fourth paragraph p : 299 , but 1439 bp- as can be deduced when
the authors specified : nucleotides 1779 (not 1780) -3217 in Fig.2. Then, U78552 contains 700
bp with one exon from nucleotide 1 to 526, but there is no indication about the exact link with
U78553, which, in fact, corresponds to the sequence of one part of the fragment of 5.5 kb
obtained after Sacl digestion of hGBM G1-4/7.5 kb and which contains only 3616 bp. U78554
very probably concerns the 1.4 kb Sacl fragment of hGBM G1-4/7.5 kb.

2- In Fig. 1 the consensus sequence for the MUCSB repeat is not from ref. 28 but from ref. 4.
3- There is a lack of any physical link between hGBM4-1 and hGBM G1-4, and the size of
exon 1 is given without any supporting evidence. Moreover, the authors should have
mentioned in an added note, when they corrected the proofs, that the complete sequence of the
central exon of MUC35B had recently been published [3]. It is not clear how the authors have
been able to ascertain that the tandem repeat domain is quite large .

4- The hGBM G1-4/7.5 kb fragment was split with Sacl into 3 fragments of 5.5 1.4 and 0.4,
1e. 55+ 14+ 04=73kb .. How can it be that the hGBM2-3 probe hybridizes the 1.4 kb
fragment and yet does not hybridize the 0.4 kb fragment ?

5- Further detail would have been helpful to explain how the authors managed to perform all
the RT-PCR experiments which were needed to assert that the exon-intron organization was
properly determined (specific primers and their positions should have been specified).

6-We aligned the two cDNA nucleotide sequences of the two groups. After resequencing or
rereading the sequences, we corrected 1 substitution (nt 3688) and one inversion (nt 4633-
4634 1n [2]) with two amino acid changes (see the corrected version of Y09788). Then, the

comparison revealed six substitutions and four inversions leading to six amino acid
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substitutions between the two deduced peptides. One inversion which exists in the sequence
with accession number U78551 (nt 778-780 GAC) does not exist anymore in [1] (GCA).
Moreover, the genomic sequence alignment allowed us to notice some bp insertions and/or
deletions, specially in introns. Therefore, we compared the length of the introns published by
the two groups (Table 1). We highlighted some differences and then we made our calculation
of the size of the introns according to the sequences published by the group of Offner (Table
1). We demonstrate that they made mistakes concerning the length of the introns
corresponding to the introns C, D, G, H and I according to our designation. But the
differences in the intron sizes cannot be explained by mistakes in calculations only and we
cannot exclude a polymorphism between the two genomic clones.

We determined that the size of the intron A is 679 bp in length while Keates ef al. inferred that
the first intron is about 900 bp in length without any experimental evidence, in fact, the
boundaries of this intron overlap the two genomic sequences submitted to the GenBank™ with
the accession numbers U78552 and U78553 [1].

Our laboratory has focused a great deal of attention on another intron designated as G [2].
After automatic resequencing, intron G is 597 bp in length (3 nucleotides were missing in [2])
and contains nine perfect direct repeats of 59 bp with one potential binding site SP1 that leads
to a specific interaction with a nuclear factor, designated NF1-MUCSB, from mucus-secreting
cells [4]. No similar repeat exists in the EMBL data bank.

Keates ef al. determined the size of the intron J at precisely 195 bp. It is unclear how they
obtained this length since they cloned the 5’ part of this intron but not its 3* end. Hence, they
cannot deduce its length exactly and the authors should have written “>209 bp’ according to
their data (Table 1).

Concerning the sizes of exons, we would like to point out some inconsistent results: exon 1,
that we have designated as the central exon of 10,713 bp [3], is noted ~ 1.8 kb . How did the
authors determine this size ? They should have added the size of hGBM4-1 (984 bp) to the size
of the repeated part of hGBM G1-4/7.5 (525 bp) and noted > 1.509 kb. This would have been
more reliable since they had no further indications. Exon 2 is not 181 but 182 bp in length and
exon 8 is 70 instead of 71 bp in length, this is important with regard to the classes of the
introns the authors specified. It would have been helpful to the reader if the authors had
explained why the sizes of exons 1-10 in Figure 4 are not represented to scale. Moreover, the

complete C-terminal sequence of MUC5B codes for 808 amino acids - and not 807 as written

153



La Région Carboxy-Terminale

by the authors -, this is just a calculation problem. The authors did not mention a
polyadenylation signal nor a poly-A tail.
7- For the alignment performed in Fig. 5, the authors had the opportunity to choose between
two published sequences, one by Meerzaman et al. (ref. 24) and the other by Lesuffleur et al.
(ref. 26). They chose the one presented in ref. 26 but they always mentioned both references.
This is confusing.
8. As far as the sequence of hGBM 2-3 is concerned, the authors could have found in the
GenBank as well as in their own results, the pSM2-1 sequence (ref. 31) which is 100 %
identical to the amino acid sequence 772-967 in Fig 2. The accession number of pSM2-1 is
S80993 and has been given by the GenBank staff that created this entry from the original
journal article ! One conclusion is thus missing from the article : MUC5B encodes MG as has
also been demonstrated by Desseyn ef al. [2], and at the same time by Nielsen ez al. [5].
9- The authors mentioned a genomic clone of approx. 18 kb but no data is presented for the
remaining part of this clone, apart from the 7.5 kb HincIl fragment. If they had determined the
complete sequence of this fragment, the authors should have been able to obtain the physical
link with the hGBM4-1 and/ or, why not, the rest of the genomic organization of the 3’ end of
MUCS5B with the 8 introns they did not find, but which are presented in our article [2]. In fact,
the second part of the title previously provided as ref. 25 in the paper of Gipson e al. [6]
would have been more accurate. It was : "Complete carboxyl-terminal sequence and genomic
organization of the D4 domain of MUCSB" and at that time noted as being in press.
10- In the introduction, the authors specified : 'MUCS (now referred to as MUC5AC)’. The
fact is that some authors have persisted in naming MUCS the gene which had been previously
identified as MUCS5AC [7]. One additional reference should have been included, namely Klomp
et al. [8], as these researchers also have identified several cysteine-rich domains in the N-
terminal region of MUCSAC as in MUC?2.

Thus, there are assertions made by the authors that lack supportive evidence. This

Letter will allow the readers to understand why discrepancies exist between the two papers.
I am deeply indebted to Jean-Luc Desseyn for his help in sequence analyses and in

preparing this Letter. I also thank Michel Crépin for performance of automated DNA
sequencing and Marcus Hurt for help in improving the style of this Letter.
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Table 1 Comparison of the intron sizes of MUC5B published by Keates ef al. [1]
with the corresponding introns published by Desseyn ef al. [2]

Ref[1] Our calculation* Our work (Ref [2])
Between  Size (bp) Name Size (bp)
exons bp
1-2 ~ 900 >439 A 679
2-3 285 285 B 283
3-4 1,118 1,116 C 1,118
4-5 344 342 D 338
5-6 165 165 E 159
6-7 114 114 F 114
7-8 210 226 G 594
8-9 444 445 H 443
9-10 469 469 I 463
10-11 195 >209 J 258

* : according to the three accession numbers U78552, U78553 and U78554 [1]

156



La Région Carboxy-Terminale

Il faut noter que cette équipe ne mentionne pas I’existence de répétitions en tandem
dans certains introns. Cependant, la séquence publiée par Keates ef al. nous suggére qu’au
moins I’intron G possede un polymorphisme de type VNTR. Nous avons été amenés a donner
des résultats préliminaires concernant ce polymorphisme dans un article soumis pour

publication :

« VNTR polymorphism of the seventh intron downstream of the central exon of

MUC3B. »
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Abstract.

After sequencing the huge central exon of MUCSB (10,713 bp), we have recently
determined the complete sequence and the exon-intron organization of the 3’ region of
this human mucin gene. Our initial genomic sequencing of MUCS5B showed a 9 x 59 bp
tandem repeat segment in the seventh intron downstream of the central exon. Using
sequencing and Southern blot analyses, we demonstrate in this paper a polymorphism
within this region probably due to a variable number of the 59 bp tandem repeat, each

containing a potential regulatory sequence.
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Introduction

Mucus is the layer that covers, protects and lubricates the luminal surfaces of epithelial
respiratory, gastrointestinal and reproductive tracts. Mucins are the major glycoprotein
components of mucus and constitute a family of high-molecular-mass glycoproteins.
Mucins are synthesized by the goblet cells of the epithelia and in some cases by the
submucosal glands (for review, see Gendler and Spicer 1995; Bansil et al. 1995;
Forstner 1995). They have been implicated in numerous pathological situations such as
in malignancy (Verma 1994). In the last few years there has been major efforts made in
the research on mucin genes. Nine human mucins genes have been identified. MMUCS5B,
mapped clustered with MUC6, MUC2 and MUCS5AC to chromosome 11p15.5 (Pigny
et al. 1996a), is a human mucin gene expressed in submaxillary and bronchus glands,
gall bladder and endocervix (Audié et al. 1993 ; Audié et al. 1995).

MUCSB has been cloned in our laboratory with three overlapping clones, two in
cosmid (BEN1 and BEN2) and one in phage (CEL5). We published the genomic
organization of the central region of this gel-forming mucin gene (Desseyn et al
1997a). Our research showed that the central domain is encoded by a single huge exon
of 10,713 bp in length. Recently, we published the sequence of the 3° region of
MUCS5B and defined the complete exon-intron organization of the region downstream
of the central domain (Desseyn et al. 1997b). On the other hand, Keates ef al. reported
a partial genomic organization of the 3’ region of MUCS5B (Keates et al. 1997).
Several differences exist between our results and those of Keates ef al. concerning the
length of introns, particularly for the intron G. Our initial genomic sequencing showed
a 9 x 59 bp tandem repeat segment in this intron. The sequence published by Keates et

al. (1997) contains 2 perfect 59 bp repeats and one incomplete. Using Southern blot
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analyses, we demonstrate in this article that at least three alleles exist with 9 x 59 bp, 8
x 59 bp and 6 x 59 bp respectively. The one described by Keates et al. may be a fourth
one. Then, we provide evidence that a length polymorphism exists for intron G that

might be an extremely valuable tool in linkage analysis.
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Materials and methods

Nucleotide Sequences Alignment

Nucleotide sequence data appear in the EMBL Nucleotide Sequence Database under
the accession numbers Y09788 (the complete 3’-end genomic sequence of MUCSB
published in (Desseyn et al. 1997b)), U78552, U78553 and U78554 (the genomic
sequences published in (Keates et al. 1997)). Alignment of nucleotide sequences was
performed using the CLUSTAL program of the PC/GENE Package Software

(IntelliGenetics, Inc., CA) and the alignment was manually optimized.

Southern Blotting

Genomic DNA, isolated from lymphocytes, cosmid DNA (BEN2) or phage DNA
(CELS5) was digested with restriction endonucleases Rsal and Sacl and separated on
1% agarose gel. The DNA in the gel was denatured, neutralized and transferred to
Hybond™-N" membrane (Amersham Corp.). The membrane was baked for 2h at 80°C
in a vacuum oven, pre-hybridized at 65°C in 0.1 X SSC (1X SSC : 0.15 M sodium
chloride, 0.015 M sodium citrate, pH 7) and 0.1% SDS, then hybridized overnight at
65°C with the corresponding Rsal-Sacl fragment from the cosmid clone BEN2, labeled
with [a-*’P]JdCTP (by random priming using standard procedures). Membrane was
washed 2 times for 15 min with 0.1 X SSC, 0.1% SDS at 65°C and exposed for 72

hours to Kodak X-OMAT films
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DNA-sequencing

Sequences were performed manually using the dideoxynucleotide chain termination
method. Sequencing reaction mixtures were electrophoresed on 6% polyacrylamide
gels (Sequagel-6™ | National Diagnostics). Sequences were also performed on an ABI
Prism™ 310 automated sequencer (Perkin Elmer). All the sequences were performed

using universal and specific primers.
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Results and discussion

Four introns of the 3’ end of MUCS5B contain tandemly repeated sequences that are
more or less perfect (Desseyn et al. 1997b). Our laboratory has focused a great deal of
attention on the intron designated as G. After automatic resequencing, intron G is 597
bp in length (3 nucleotides were missing in (Desseyn et al. 1997b)) and contains nine
perfect direct repeats of 59 bp (Fig 1) with one potential binding site SP1 that leads to
a specific interaction with a nuclear factor, designated NF1-MUCS5B, from mucus-
secreting cells (Pigny et al. 1996b).

The shorter length reported by Keates et al. (210 bp) for this intron led us to try to
explain the difference observed with the length of intron G we had determined. Then
we hypothesized that intron G presents some length polymorphism due to a variable
number of tandem repeats. Consequently, we performed an experiment using Southern
blotting (Fig 2) of seven random unrelated individuals and of the genomic clones
(BEN2 and CELS5), after digestion by the endonucleases Rsal and Sacl which flank this
intron (Fig 1). Analysis with the Rsal-Sacl probe of BEN2 clearly shows the presence
of three bands. The highest present in lanes 5, 8 and 9 migrates as 630 bp instead of
683 bp according to the sequence determined in BEN2 and CELS, this is due to the
very high proportion of G and C. One band migrates as 570 bp (in lanes 1 to 7) and the
third band as 450 bp (in lane 1), thus probably lacking one and three 59 bp repeats
respectively when compared with BEN2 or CELS (Fig 2). Hence, intron G seems to
have a length polymorphism. But these fragments contrast in length with the length of
the Sacl-Rsal fragment of 309-bp calculated from the sequence reported by Keates er
al. (Fig 1). The allele lacking 6 repeats, which would correspond to the published
genomic sequence from Keates ef al., was not found in our experiment. The study has
to be performed with more individuals. Nevertheless, these observations suggest that
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the polymorphism in length of intron G is probably due to a variable number of repeats
of 59 bp sequence since the sequences which flank these repeats are very similar in
both studies. This VNTR polymorphism has probably been generated by unequal
crossing over during mitosis or meiosis.

Intron G of MUCSB shares several features with intron 6 of human interleukin-la
(Bailly et al., 1996). This intron contains several tandem repeats of 46 bp. Bailly ez al.
have shown a polymorphism due to a variable number of repeats of the 46 bp
sequence. Six alleles ranging from 5 to 18 repeats have been found. This polymorphism
is potentially relevant to gene function, since each repeat was described as containing
three potential binding sites for transcriptional factors. The functional consequences of
the variation in length has been explored by the same authors. They have suggested
that this polymorphism could play a role in the complex regulation of IL-1a gene
transcription. The hypothesis of whether this polymorphism could play a role in
MUCSB gene regulation is currently under investigation. Thus, the length
polymorphism of this intron might be an extremely valuable tool in linkage analysis.
Moreover, MUC2, MUCS5AC and MUC5B may have evolved by gene duplications
starting from a common ancestor (Desseyn et al. 1997¢) and share probably the same
exon-intron structure. It will be interesting in the future to sequence the two introns of
MUCS5AC and MUC?2 corresponding to intron G in MUCS5B.
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Legends

Figure 1 - Alignment of the intron G and its bordering regions reported by
Desseyn et al. (1997b) (under accession number Y09788 corrected in the
GenBank) and Keates ef al. (1997) (under accession numbers U78552, U78553
and U78554 in the GenBank). Alignment was done using PC/GENE Software and
optimized manually. The numbers on the right are the nucleotide positions. Dashes
indicate gaps introduced in the sequence for alignment purposes. Non identical
nucleotides are thin boxed. The individual tandem repeat units have been numbered

above them. The Rsal and the Sacl sites are underlined.

Figure 2 - Southern blot analysis for the determination of the length of the intron
G. DNA of 7 random unrelated individuals was isolated using standard procedures as
described previously (Desseyn et al. 1997a). An aliquot of 10 pg DNA was digested
with Sacl and Rsal and subjected to Southern analysis (lanes 1 to 7). Cosmid BEN2,
lane 8, and phage CELS, lane 9, were also digested with Sacl and Rsal and analysed.
Then the Sacl-Rsal fragment of the genomic clone BEN2 was used as probe. The
upper arrow correlates with the Rsal-Sacl fragment described previously (Desseyn et
al. 1997b), given in Fig 1 and having 9 x 59 bp repeats; the second arrow is correlated
with a fragment with 8 x 59 bp repeats. The lowest arrow correlates with a fragment

lacking 3 x 59 bp repeats when compared with the highest band.
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I1.4 La régsion carboxy-terminale de MUC6

L’organisation génomique de la région carboxy-terminale de MUC6 a été
publiée en juin 1997 (Toribara ez al., 1997). Ce gene est différent des 3 autres génes de
mucines localisés en 11pl15.5 puisque MUC6 ne posséde pas derriére sa région
répétitive de domaines D4, B et C mais uniquement un domaine CK. La région 3’ du
gene comprend uniquement 2 introns équivalents aux introns Q et R dans MUC5B
(mémes positions). Les classes de ces 2 introns sont par ailleurs identiques pour les 2

génes (1 et 2 respectivement).

Ces résultats confortent I'arbre phylogénétique que nous avons proposé
précédemment (Desseyn ef al., 1997b) : MUCS est, des 4 génes de mucines localisés
sur le chromosome 11, le plus éloigné des trois autres dans la phylogenése. Ce géne a
probablement perdu un fragment par délétion d’une région comprise entre 2 introns de
méme classe (Patthy, 1996). Cette hypothése semble vraisemblable car les introns A et
Q de MUCS3B et I'intron Q de AMMUC6 sont de méme classe (classe 1 ; Figure 29). Ainsi,
la délétion génomique de la région bordée par les anciens introns putatifs A et Q de

MUC6 ne modifie pas le cadre de lecture, et le motif peptidique CK reste conservé.

Une premiére duplication a donc probablement eu lieu donnant naissance tout
d’abord a ’ancétre de MUC6 et a I’ancétre commun de MUC2, MUC5AC et MUCSB.
Ce dernier s’est ensuite dupliqué comme proposé précédemment dans notre article
traitant de ’évolution de la famille des mucines du chromosome 11. L’ancétre de
MUCG6 a ensuite perdu une partie 3° pour donner naissance au geéne que nous

connaissons actuellement. Ce schéma hypothétique est représenté sur la figure 29.

Afin d’apporter de nouvelles preuves confortant notre schéma, nous avons
aligné les motifs peptidiques CK des mucines avec ceux du NDP et du vWF (Figure
30). Nous avons calculé les pourcentages d’homologie entre les différents peptides
(Tableau X). On observe que PSM est trés homologue pour le domaine CK a BSM
(81%) et que MUC2 a une homologie de 70% avec son homologue chez le rat. De

plus, des 4 mucines humaines du chromosome 11, MUCSB est plus proche de
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MUC11p1S
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Figure 29 : Schéma hypothétique montrant I’évolution des génes de mucines
localisés en 11p15 a partir d’un ancétre commun (MUC11p15
originel)
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MUCS5AC (44%) ; puis de MUC2 (43%) alors que MUC6 a un taux d’homologie
moins élevé avec MUC2 (31%), MUCSB (33%) et MUCSAC (26%). MUCS6 est donc
plus éloigné des 3 autres génes de mucines localisés en 11p15. Les résultats sont
similaires si on effectue les calculs sur les séquences nucléotidiques. Ces résultats
confortent donc notre schéma hypothétique d’évolution des 4 génes de mucines

humaines du chromosome 11 (Figure 29).
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111 LA REGION AMINO-TERMINALE

Nous avons obtenu trés récemment les derniéres séquences permettant de
présenter I’organisation génomique de la région 5° de MUCSB. Certains résultats

devront étre confirmés ou précisés pour une future publication.

I1]1.1 Résultats

I11.1.1 Clonage et séquencage de ’ADNc 5’ de MUC5B

II1.1.1.1 Expériences de RACE-PCR

Nous avons poursuivi les travaux de DEA par 2 expériences de RACE-PCR
successives (Figure 31). Les 2 clones chevauchants RACE66 et RACE76 de
respectivement 600 pb et 200 pb ont été clonés et séquencés. La progression vers le 5’

transcrit de MUCSB étant assez lente, nous avons ensuite changé de stratégie.

I11.1.1.2 RT-PCR utilisant des oligonucléotides dégénérés

Grace aux similarités de séquences entre MUC2, le pro-vWF, HGM-1 et les
peptides déduits des expériences de RACE-PCR sur MUCSB, nous avons déduit la
séquence d’un oligonucléotide dégénéré NAU101 qui doit se retrouver 3 fois dans
Iextrémité 5° de MUCSB (voir Stratégie, §I11.3.2). Cet oligonucléotide a été utilisé
pour effectuer des RT-PCR en utilisant un second oligonucléotide spécifique de
MUCSB. Cette technique nous a permis d’isoler successivement les 3 clones
chevauchants 101/76 (530 pb), 101/111 (1416 pb) et 101/114 (1120 pb). Les

séquences des extrémités de ces clones sont identiques a des séquences obtenues en
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Figure 31 : Stratégie de clonage de ’ADNc¢ 5’ de MUCSB
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utilisant les oligonucléotides sur de ’ADN cosmidique BEN1, suggérant que ces
clones sont bien issus du géne MUCSE. Les différents clones ont été découpés et sous-

clonés en plasmide pKS puis séquencés.

II.1.1.3 Clonage de Pextrémité S’ du transcrit de MUCSB

Nous avons alors effectué une expérience de RACE-PCR (RACE145) qui
nous a permis de cloner un ADNc d’environ 600 pb correspondant a la taille attendue
d’apres les séquences de MUC2 et du vIWF. Les clones de RACE-PCR ont été sous-
clonés en vecteur pKS comme décrit précédemment (Desseyn ef al., 1997a ; Desseyn
et al., 1997c) et la séquence a été entirement déterminée. Afin de vérifier que nous
avions bien cloné I’extrémité tout a fait 5° du transcrit de MUCSB, nous avons effectué
une derniere expérience de RACE-PCR en utilisant un oligonucléotide situé environ
300 pb en aval de I’extrémité 5’ du clone RACE145. Nous avons obtenu 2 familles de
clones appele'es RACEa et RACEDb de 170 pb et 300 pb respectivement. Ces 2 familles
ont pu étre amplifiées en utilisant de ’ARN total de vésicule biliaire préparée au
laboratoire ou de I’ARNm commercial de glande salivaire ou de trachée. La séquence
nucléotidique du clone RACED est identique a la séquence 5° du clone RACE145. Les
2 clones RACEa et RACEb ont des séquences presque 100% identiques a leurs
extrémités 3’ sur 70 nucléotides. Les 2 inserts des clones RACEa et RACED utilisés
comme sondes sur des Southern blots du cosmide BEN1 marquent les mémes
fragments suggérant que ces 2 ADNc ne sont pas issus d’un épissage alternatif de
MUCS5B. Les séquences déterminées parallélement indiquent que les 3 clones
chevauchants (recouvrant en tout environ 1,8 kb) 101/114, RACE145 et RACEb
proviennent d’un géne autre que MUCSEB et que nous avons baptisé MUCY. Ce géne
est trés homologue en séquence 8 MUCS5B. Par exemple, les 2 clones 253/286 issus
des génes MUCSB et MUCY ont une homologie de 72% mais cette homologie est

supérieure a 95% pour les extrémités de ces clones.
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I11.1.1.4 RT-PCR complémentaires utilisant 3 couples d’amorces

Nous avons alors entrepris, d’aprés les nouvelles séquences génomiques de
MUCS5B, 3 RT-PCR chevauchantes entre les clones RACEa et 101/111. Nous avons
pu ainsi amplifier et cloner 2 fragments différents, de taille trés proche, avec le couple
d’oligonucléotides NAU253 et NAU286 (269 et 272 pb). L’'un de ces clones
appartient a MUCY, Tautre a MUC5B. Nous avons aussi cloné et séquencé un

fragment de 669 pb (clone 126/114 sur la figure 31).

L’ADNc de MUCS5B correspondant au fragment compris entre les clones
253/286 et 126/114 n’a pas pu étre obtenu jusqu’a présent. Nous avons déduit
’organisation génomique de cette région par comparaison entre les séquences
génomiques de MUCSB et celles des ADNc de MUC2 et MUCY en repérant les zones
les plus conservées entre les régions codantes et en tenant compte des séquences

caractéristiques des introns (Mount, 1982).

I11.1.1.5 Extension d’amorce

Nous avons fait synthétiser I’oligonucléotide antisens NAU346 d’apreés la
séquence du clone RACEa et la séquence génomique correspondante. L’expérience
d’extension d’amorce révéle une bande de 97pb par rapport a une séquence témoin
(Figure 32). Nous attendions une bande d’une centaine de nucléotides d’aprés la

longueur du clone RACEa.

II1.1.2 Organisation génomique

II1.1.2.1 Clonage génomique

La carte partielle de restriction du cosmide BEN1 avait été déterminée. Les

différents fragments génomiques reconnus par les clones d’ADNc utilisés comme
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Standard
Extension de taille

damorce  (M13mpl8)

AGCT

Figure 32: Extension d’amorce avec I’oligonucléotide NAU346
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sondes, ont été parallélement sous-clonés en vecteur pKS au laboratoire. Ces sous-
clones (Figure 33A) ont été séquencés en utilisant des oligonucléotides spécifiques du
site de clonage multiple du pKS et des oligonucléotides spécifiques des inserts sous-

clonés, que nous avons fait synthétiser.

L’organisation génomique compléte de la région 5° de MUCSB est

schématisée sur la figure 33B.

Trois PCR longues ont été menées avec les 3 oligonucléotides antisens
NAU76, NAU111, NAU114 couplés a I’oligonucléotide sens dégénéré NAU101. Les
tailles obtenues (respectivement 3,2kb, 4,9kb et 4,5 kb) suggérent que la région 5° de
MUCS5B s’étend en amont de I’flot CpG distant de 11 kb seulement de I’exon central.
Ceci a été confirmé sur des Southern blots de BEN1 en utilisant les ADNc et les
oligonucléotides comme sondes. Ces résultats font apparaitre une difficulté
supplémentaire qui a retardé notre progression puisque nous n’avions, jusqu’alors, pas
entrepris de sous-cloner la région en amont de I'llot CpG. De plus, la carte de
restriction était moins bien déterminée car cette région se situe juste en amont du site

Nofl interne dans le cosmide BEN1.

111.1.2.2 Jonctions exon-intron

Nous avons déduit I’organisation génomique complete de la région 5° de
MUCS5B par comparaison des séquences génomiques et des séquences d’ADNc.
Comme nous I’avons vu auparavant, il reste a obtenir ’ADNc d’un petit fragment de
500 pb afin de vérifier ’organisation génomique que nous avons déduite dans la région

correspondante. La région 5° du gene s’étend sur 15,2 kb.
Toutes les jonctions exon-intron a I’exception de celle de I’intron 8 sont

conformes a la séquence consensus de Mount (Mount, 1982 ; Tableau XI). La

répétition parfaite directe CAGgca (encadrée sur le tableau XI) de part et d’autre de
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16t CpG
Kpnl Bglll Smal Sacll BssHII Nofl Belll Sacll HindlIl Kpnl Sacll Belll BamHI Hindlll  Kpnl
L i l | | | #‘L [ [ ! | ,/ [I | | |
Bem Saell BssHII  Nod Belll
Kpnl } AI }_"_| Il Jl
1 |
. Bgllt : ! _K{ . Sacll Bill
] ; — ” - 4 —
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—%—%FD—D—U—H———D—D—U—H*H—D—M—D——H—H—HH—W

500 pb

Figure 33 : Stratégie de sous-clonage génomique (A) et organisation génomique déduite (B) de la région S’ de MUCSB
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Tableau X1. Jonctions exon-intron de la région 5' de MUCSB.

Domaine  EXON INTRON

protéique  N° Taille (pb) Site donneur N° Taille (pb) Classe Site accepteur
5'NT+5B 1 46 ATGGCG gtatgtggeccaggtte | 464 ! cagccttcacccacag GTGCCC
SB+D1-like 2 72 TGAGCC gtaagcagatgctgece 2 338 I cccgegetccccacag CCCTGA
D1-like 3 262 GCAGCG gtgagccggocaccct 3 154 2 cccgetgtetgegeag GGAGGA
Dl-like 4 115 GCCCTG_g_gaggaagccccctc 4 160 0 ccctccccactcte cag CTGGAG
Di-like 5 91 CAGTGA gtgecacctgggtgag 5 270 1 getttettecccggeag ACGCCA
Dl-like 6 111 AGGTGA gtccccgecaccecca 6 782 1 ccactgtgetccccag GAGGCA
Dl-like 7 201 TCTGCC gtgagtgetceccaggg 7 403 1 geetccttttgecgecag CCCGGA
Dl-like 8 126 CCngtcttgtgtgcc 8 394 1 acgccgcgccccaCGG
D1-like 9 118 CTCCTG gtacttatgagcccac 9 196 2 cggectcccteccccag CACCTG
D1+D2-like 10 142 TCCAAG gtctggggettgggge 10 346 0 ggtececttctecccccag AAATGT
D2-like 1 112 GACACG gtggaggacctggeot 11 ~415% 1 ccgecteccttecgeag GCCATC
D2-like 12 69 CGGCAG gtatgtggeteteocca 12 420 1 cccacactcccggeag CCAACA
D2-like 13 138 TGTGCG gtgaggetgggcaggg 13 438 1 ccaaccctggececcag GCCTGT
D2-like 14 162 AGAATG gtactcctcgecccca 14 290 1 caggtcttccccacag AGAACT
D2-like 15 95 CACTCG gtgagaggctgaggea 15 98 0 cctcccacctecgecag AACTGC
D2-like 16 127 TCTGCA gtgagtgecccacgetg 16 242 1 gccccaccgaccacag CCAAGT
D2-like 17 256 CGTGTG gtaagggtctggggge 17 523 2 cgtctgtetcttgtag TTCATG
D'-like 18 56 ‘GCACAG gtaagtgccacccctpg 18 347 1 caagectectgteccccag GGTGTG
D'-like 19 101 GGCTGT gtgagttecatgettce 19 223 0 tgcctgggeccccacag TTCAGC
D'-like 20 152 CACCTGg_gggtcgtgagtctc 20 393 2 ttgtggecccttgecag CACCTG
D+D3-like 21 139 GCCCAG gtacgccgeccccteg 21 98 0 tctctttctggeocag GACTAC
D3-like 22 111 GTGGAG gtgagaacggecccag 22 975 0 tctgectcccctgeag AGCTAC
D3-like 23 177 TACAAG gtgagctcegggecegtyg 23 357 0 ctcgetgeetetgeag GGCAGG
D3-like 24 240. TCCCAG gtggggetetggtett 24 ~1700* 0 ttggecctcacccgecag GTTGAC
D3-like 25 157 CCTGCC gtgagtcgggetetgt 25 406 1 gecccotgtgeeccag CCTTGT
D3-like 26 129 TGGAAGLgaggggcagccttt 26 231 1l accctgeceggecctag GCTGCT
D3-like 27 145 GAGCTG gtgagggggtgggaag 27 100 2 tctcccccacccctag TAACTG
D3-like 28 44 TTGAGG Btaapggaagggeceggs 28 87 1 ccggetccatccccag CCTGCA
M2/SAC/5B 29 198 CGACAA gtaagccctgeetgge 29 468 1 cccatgececcecttg cag GCCCGG
Central 30 10713 CGCCCG gtgagtgcatgtggat 30

C a ccececececceceecc ¢
Consensus ( Mount, 1982 ) AG gt agt n ag
A g tttettttttt ot

5'NT : 5' non traduit

* les tailles des introns 11 et 24 ont été évaluées grace a des PCR effectuées sur le cosmide BEN1. Ceci nous a permis de préciser qu'une séquence

d'environ 250 pb reste 4 déterminer pour ces 2 introns.
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cet intron, donne 7 possibilités différentes de le placer. La séquence génomique a été
vérifiée par séquengage automatique (séquenceur Perkin Elmer ABI Prism™ 310).
Quelle que soit la place de cet intron, le site donneur n’est pas consensuel et nous
avons placé cet intron entre les triplets codants CAG et GCA pour les 2 raisons
suivantes :

- la jonction que nous suggérons, avec la séquence CAGgc dans le site
donneur et agG dans le site accepteur, est la plus proche de la séquence consensus
(séquences MAGgt dans le site donneur et nag dans le site accepteur). Ainsi, seul le
dinucléotide gt du site donneur est substitué par le dinucléotide gc. La jonction exon-
intron déduite est, parmi les séquences consensus répertoriées, la plus souvent
retrouvee (Jackson, 1991).

- Nous disposons des séquences des extrémités d’un fragment
génomique de MUC2, dont I’ADNc correspondant recouvre les aa 264 a 348 (Figure
35). La comparaison des séquences génomiques et de I’ADNc publié¢ de MUC2 permet
de placer sans ambiguité les 2 introns correspondants aux introns 7 et 8 de MUCSB.

Ces 2 introns ont, dans les génes MUC2 et MUCSB, les mémes positions.

I11.1.2.3 Tailles des exons et des introns

La région 5° du géne MUCS5B comprend 29 exons dont les tailles sont
comprises entre 44 et 262 pb. Les introns ont des tailles comprises entre 87 pb et
environ 1,7 kb. Les introns ont été entierement séquencés a I’exception des introns 11
et 24 dont on connait les séquences sur respectivement 154 et 1435 pb. Leurs tailles
(environ 415 pb et 1700 pb) ont été estimées par PCR en utilisant des oligonucléotides
introniques (Figure 34). Nous avons effectué des PCR sur le cosmide BEN1 en
utilisant 2 couples d’amorces qui nous ont permis de préciser que dans les 2 cas, une
séquence d’environ 250 pb reste & déterminer : dans le couloir A (Figure 34), on
observe un produit d’amplification de 1,5kb or nous connaissons la séquence entre les
2 amorces sur 1240 pb. Dans le couloir B, on observe une bande a 1,3 kb or nous

connaissons la séquence entre les 2 amorces sur 1060 pb.
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1,5 kb
1,3 kb

Figure 34 : Détermination des tailles des introns 11 (couloir A) et 24 (couloir
B) par PCR sur le cosmide BEN1 en utilisant des oligonucléotides
introniques (couloir C : marqueur de tailles 131)
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111.1.2.4 Place des introns et classes

Les génes MUCSB et vIWWF ont 13 introns aux mémes positions (intron 3, 5-7,
9, 14, 16, 17, 21, 23-25, 27 dans MUC5B). A I’exception de I’intron 6, les introns

conserves sont de classes identiques (Figure 35).

IT1.1.2.5 Séquences introniques particuliéres

Nous avons noté dans I’intron 9 un motif de 45 pb répété 2 fois et presque
parfait (91,1% d’homologie). L’intron 24 a quant a lui presque 6 répétitions
imparfaites en tandem d’un motif de 15 pb YAGGTGGGCAGRWBR. Cette séquence
n’est pas homologue aux séquences enregistrées dans les banques de données EMBL
et GenBank. Il sera intéressant de chercher un éventuel polymorphisme VNTR de cet

intron.

I11.1.3 Peptide déduit

II1.1.3.1 Séquence peptidique

La composition peptidique de la région amino-terminale de MUCS5B (Tableau
XII) est trés riche en résidus Cys (9,6%). Le taux de Ser + Thr + Pro est quant a lui
peu élevé (S+T+P=21,5%)

L’alignement des séquences peptidiques déduites du pro-vWF, MUC2, rat-
Muc2, FIM-B.1, MUCS5AC (clone HGM-1) et MUCSB est montré sur la figure 35.
Les régions amino-terminales de ces peptides sont homologues entre elles. Presque

tous les résidus Cys (120 résidus) de la région amino-terminale de MUCSB (1286 aa),
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©) (1)
prépro-vWF 1 IPARFAGVLLALAL1L§§%TL@AEGTRGRSSTA~.-
pré-MUC2 1MGLPLARLAAV%LALsLAGGSEL_QTEGRTRYHGRN-
préRat-Mu2 | MGLPLARLVAVELVLALAKGLELQKEARSRNH. - - .
pré-FIM-B.1 I MSLRVLTVIILLLVLEESYADSQSGKKQGGRAKGGKY ..
pré-MUCSB lMD%}APTSSPTRRVSFVPPVTVFPSLS&?LNPAHNGR
(1) (1)
3(1)
pro-vW§ TFDGSMYSAGY\@SLL - @QKRSFSII FOQNGIK[Rl[v SLSVYLGEFF
MuC2 T|F D|c|p V[FIR|F|P|GILEED|Y|N F A - ¥IR|IG SYK - - E[FJA[VIHL -jK|R[GPGQAE AP AGYV
Rat-Muc2 T{F D|G|D V|F|R|F|P|GILEED|Y|N F A - 2JR|D S YK - - E[F{A]V[HL -[K|[RIGLDKAGGH S S
FIM-B.1 T[LHA|GlQMFH - -~ . B¥KSKS BGDNAE[FIN[VIET -[K[RIKEEGHFEK L - -
MUC5B T[F D|G|D V|F|R[F]P[C]LEN[T]V F AYE D|F[N|[VIQL - RIRIGLVGSRPV VTR
(2)
pro-vWF [ S DIHLFVNGTVTQGDQRWV SMPYASKGLY[L|ET[E/[AGYYKLSGEAYGFVARIDGSGN
MUC2 92 ESILLTIKDDTIYLTRHLAVLNGAVVSTPHYSPGLIKSDAYTKVYSRAGLTLMWNRED
Rat-Muc2 8% ESVLITIKDDTIYLTHKLAVVNGAMVSTPHYSSG|L|L I[E[KNDAYTKVYSRAGLSLMWNRED
FIM-B.1 225 - - -RFQIDGVEVEANDNDEIYINNKKISNEQYNDKQVRLRRNGIYMQFYNHQEDVKV TWH
MUCSB 93 VVIKAQGLVLEASNGSVLlNGQ%EL--PYSRTGLVQSGDYIKVSIRLVLTFLWNGED
(2)
5
Pro-vWF 176 FQVLL S[DJRYF -[N|K DFMTQ TLTSDPYDFANSWAL-SS
MUC2 152 ALML E[L D|T K F R|V| SEFLSDGVLFSPLEFGNMQKIN-QP
Rat-Muc2 149 ALMVE|LD|GRF QN NEFLSDGIRFSAIEFGNMQKIN-KP
FIM-B.1 282 KNQF S|[L[MLNKAYE KTFFESQIIEKDGETEFITSDPEDE
MUCSB 151 SALLELDPKYAQT SSMPTVWNARLTPLQFGNLQKLD-GP
(] (1)
pro-vWF K STSV|FIAR
MUC2 LTAEA|FIADBEQDLIVIPLEPYLRAEIQQD
Rat-Muc2 LTSTA|[F[ED
FIM-Bl 342 I SKWF SSLDYGSASQ - - = = = = = = = « v v v oo e s o vtmmm o EDY
MUC5B 3 LLGPAFAERHAL[VIDSTAY L AAEEAQD
pro-vWF 256 EfBEAMEP AL LIEJY AJR|T - - - - - AQE|GIMV L - -
MUC2 SHAGRP - -
Rat-Muc2 - - S HA[G|GR P .-
FIM-B.1 s SDSWRS « - - DV
MUCSB - AHADQP -

Figure 35: Peptide déduit de la région amino-terminale de MUCSB et
comparaison avec les régions amino-terminales du pré-proWF, de
MUC2, rat-Muc2, FIM-B.1 et MUC5AC (clone HGM-1)

Les triangles représentent les introns dans le vVWF et MUCSB. Chaque
intron est numéroté selon Mancuso ef al. (Mancuso ef al., 1989) et
selon le tableau XI. Entre parenthéses figurent les classes des introns.
Les résidus Cys sont grisés. Les sites potentiels de N-glycosylation sont
en italique. Les aa les plus conservés sont encadrés en gras ; les aa un
peu moins conserves sont encadres.

Les domaines D1, D2, D’ et D3 du pro-vWF sont délimités par les
fleches. Le site de clivage KRS du pro-vWF est souligné en gras.
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pro-vWF 313 Q QLL N
MUC2 313 [§ TVY E
Rat-Muc2 310 | S TVY 33
FIM-B.1 434 |s LLV N
MUCSB 309 |S TVL ¥ s
)
~ D2

Pro-vWF 369 T GEELVT ARDEEQD H[S v
MUC2 312 Q GTEEALE AK GDHND|S L
Rat-Muc2 369 Q ETEEALE L
FIM-B.1 492 S G 1K VE L
MUCSB 368 S AHEES VQ L
Pro-vWF 427 1 VRLPGLHNSLVKL [GlapvoLPL TV
MUC2 430 G LJlL - -« =« « -« ADKKKNAVVFKSD[GISVLLNQLQVNLPHVTASF
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FIM-B.1 551 S LIN- - - ----LGNQESTYTFNRD|G|S - I INEKMTNQNVFQSDQ
MUCSB 427 A |5 PGRRGHGHPGPSGRRRVPQLHLHAAALSAANI

2A1)
pro-vWF 487 T L
MUC2 483 S L
Rat-Muc2 480 S L
FIM-B.1 602 L H V NjL
MUCSB 480 T L QL
pro-vwF 539 8 D
MUC2 543 s TH#
Rat-Muc2 540 G 5
FIM-B.1 662 Q s
MUCSB 540 S AR
pro-vWF 597 R A 8
MUC2 603 S A Q
Rat-Muc?2 600 L A Q
FIM-B.1 N s T Q
MUCSB 599 S 1 E
pro-vWF 653 L
MUC2 662 L
Rat-Muc2 659 1
FIM-B.1 773 KN N 1 QY P NAD
MUCSB 658 [P]K s L TFLND A

171) o D
Pro-vWF 711 PEDIFSDHH ¥ LSSPLSHRISKRSL SEIR P[P
MUC2 722 AlGDVVVRQEEREGVERD|IGIRLHEIRQIRL 1 GQ - v v v v = - = =« = o = = - - - - .- SEET AlP
Rat-Muc? 719 Al[GDVILRQEERTIBRNIGIRLQEITQVKL I GH - - - - « - = « « = - « - - - - - - - THYL SiP
FIM-B.1 833 AINET I VIDEREEABIDIGIRVQETTKGENASE - - - -« - - - - - - - - - - - IPTGG
MUCSB 718 PIGEVVHDEG s 8 BYLGASLQKST - - - « = = = = o o o o o - A A7)
(1)
vWF 771 ADNLRAEGL R -®V AL[E]R -
MUC2 763 ML TALATSK G|G#{V V -|E|KE
Rat-Muc2 760 ML TALAIRE alc®EV VvV -[E[DE
FIM-B.1 875 N[FPNSRKRTE - - LIKLPQGEG GIEgg 1 DPSD -
MUCSB 760 ﬁSSAGTPGAEgL LDVG%};ST G|G IAED'
(0)

VWF 827 FPREFMMQ G K E[Y]aPiGlE TV T F D GIL K[Y]L]F
MUC2 820 FPREviaiN N D LiY]s sjelax 1 T F D G§K Y|Y|D}|F
Rat-Muc2 817 EPHE 1/H|N X Q FJY[D S{G}K 5 1 T F D GIK H|Y{D|F
FIM-B.1 931 ¥ Y G G NDJY|E NjGjK 1 Vv T F D GJL W}Y|{N]F
MUCSB 817 & SV[HIN E A T[Y|K P{G|E T 1 T F D 6D R|Y|s|F

Figure 35 (suite)
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Tableau XII. Composition peptidique des différentes régions de MUCSB.
Le nombre de résidus (Nb) et les pourcentages sont indiqués pour chaque région.

aa Régions
Amino-terminale Centrale Carboxy-terminale Total
Nb % Nb % Nb % Nb %

Ala 100 7.8 315 8,8 55 6,8 470 8,3
Arg 58 4.5 105 2,9 36 4,5 199 3,5
Asn 52 4,0 40 1,1 35 43 127 22
Asp 74 5,8 37 1,0 37 4,6 148 2,6
Cys 120 9,3 72 2,0 82 10,1 274 4,8
Gin 49 3,8 76 2,1 42 52 167 2,9
Glu 50 3.9 98 2,7 38 4,7 186 33
Gly 109 8,5 226 6,3 59 7,3 394 7,0
His 40 3,1 69 1,9 23 2,8 132 2,3
Ile 31 2,4 73 2,0 20 2,5 124 2,2
Leu 96 7,5 184 5,2 47 5,8 327 5,8
Lys 34 2,6 47 1,3 16 2,0 97 1,7
Met 11 0,9 43 1,2 12 1,5 66 1,2
Phe 50 3,9 51 1.4 25 3,1 126 2,2
Pro 88 6,8 400 11,2 77 9,5 565 10,0
Ser 93 7,2 485 13,6 50 6,2 628 11,1
Thr 96 7,5 1013 284 68 8,4 1177 20,8
Tmp 14 1,1 46 1,3 8 1,0 68 1,2
Tyr 41 32 32 0,9 19 24 92 1,6
Val 80 6,2 158 4.4 59 7,3 297 52
Tot 1286 100 3570 100 808 100 5664 100
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ont une position généralement trés conservée avec le pro-vWF. Comme pour la région
carboxy-terminale, des séquences peptidiques, comme I’hexapeptide FGNSWK (aa
1021 a 1026 dans le vWF) sont retrouvées dans les régions amino-terminales des
mucines citées ci-dessus. On retrouve le motif CGLCG 3 fois dans MUCSB et dans le

pro-vWF.

La séquence peptidique prédite de MUCSB ne contient pas de peptide signal.
Nous avons pris soin de vérifier plusieurs fois les séquences génomiques et d’ADNc
afin de controler qu’il n’y avait pas d’erreur qui pourrait modifier le cadre de lecture.
Une derniére vérification de séquence a été réalisée par séquencage automatique. Nous

avons appelé domaine 5B le motif de MUCS5B en amont du domaine D1.

I11.1.3.2 Le domaine MUC11p15S

La séquence peptidique comprise entre les introns 28 et 29 de MUCSB (exon
29) correspondant au domaine compris entre les domaines D3-like et central de
MUCSB, n’a pas de similarité avec celle de vWF. Une région analogue existe
¢galement dans MUC2 et MUCSAC. Les similarités entre ces peptides dans cette
région sont plus faibles que pour les régions D du pro-vWF. Nous avons appelé ce
domaine MUC2/5AC/5B car il a été retrouvé dans MUC2, MUCSAC et MUC53B. Par
ailleurs, un domaine est intercalé aussi entre les domaines D-like et la région répétitive
de FIM-B.1. Cette région, plus grande que le domaine MUC2/5AC/5B, n’a pas de

similarité de séquence avec ce domaine.

IT1.1.3.3 Les sites potentiels de N-glycosylation

Les régions amino-terminales de MUCSB et MUC2 comportent 10 sites
potentiels de N-glycosylation (notés en italique sur la figure 35). Cing de ces sites ont

les mémes positions entre ces 2 peptides (aa 162, 767, 891, 1238 et 1254 dans
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MUCSB). Le site 162 est conservé également dans le pro-vWF et le site 891 est
conservé dans FIM-B.1. Bien que les domaines MUC2/5SAC/5B de MUC2, MUCSAC
et MUCSB sont peu similaires entre eux, on remarquera que les 2 sites potentiels de
N-glycosylation 1238 et 1254 (dans MUCSB) de cette région sont retrouves dans
MUC2 et MUCSAC.

II1.2 Discussion

II1.2.1 Clonage de ’extrémité 5’ de MUC5B

Les expériences de RACE-PCR et d’extension d’amorce suggéerent que nous
avons cloné la totalité de I’ADNc 5’ de MUCS5B. De plus, I’extrémité 5° du transcrit de
MUCSB que nous avons présentée a une taille presque identique a celles de MUC2 et
du pro-vWEFE. Enfin, la séquence nucléotidique gcacaccATGG qui borde le putatif
codon d’initiation de MUCSB, est une séquence consensus (gec(a/g)ccATGG ; Kozak,
1987). Nous n’avons cependant pas trouvé de peptide signal N-terminal hydrophobe,
alors qu’il en existe un dans MUC?2 et le pro-vWEF. Plusieurs protéines membranaires et
sécrétées ne possédant pas de séquence signal reconnaissable ont été publiées. Ces
peptides gagnent probablement quand méme le réticulum endoplasmique (Wen et al.,
1992). 1l nous faudra vérifier que nous avons bien I’extrémité 5’ non traduite par de

nouvelles expériences de RACE-PCR et par une expérience de protection a la RNase.

Les similitudes entre les séquences de la région 5° de MUCS5B avec MUCY
sont autant de difficultés supplémentaires a I’étude des mucines localisées en 11p15.
Nous avons vu que par RACE-PCR et RT-PCR utilisant des oligonucléotides, a priori,
spécifiques de MUCSB et utilisant de I’ARN de différentes muqueuses, il est possible
de cloner des ADNc d’un géne différent de MUCS5B. De méme, le clone 253/286 issu
du gene MUCY a été utilisé au laboratoire pour cribler une banque cosmidique. Un
clone a été isolé et partiellement caractérisé. Ce clone a été identifié comme

appartenant a MUCS5B.
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I11.2.2 Jonction atypique de I’intron 8

De tous les introns de MUCSB, seul I'intron 8 a une séquence atypique
concernant son site donneur puisque le gt de I’extrémité 5’ de I’intron est substitué par
un gc (Tableau XI). Cette jonction a été trouvée dans de nombreux genes (Jackson,
1991). Des études in vitro ont montré que cette substitution est la seule qui permet,
lors de 1’épissage, le clivage correct de l'intron. La seule conséquence de cette

substitution semble la vitesse d’épissage qui est alors plus lente (Aebier al., 1987).

I11.2.3 Organisation en domaines de la région amino-terminale

de MUCSB

La partie amino-terminale de MUCS5B peut étre divisée en plusieurs domaines
par analogie au pro-vWF (Figure 36). Les résidus Cys ont des positions

particuliérement bien conservées.

Cette région comprend 3 domaines D homologues (D1, D2 et D3) et le
domaine D tronqué (domaine D’) situé entre les domaines D2 et D3. Ces domaines
sont nécessaires a la multimérisation du pro-vWF (Wise ef al., 1988). Cette étape de
multimérisation est indépendante de la dimérisation. De plus, la multimérisation par les
domaines D1 et D2 joue un réle important dans le stockage de la molécule (Wagner et

al., 1991).

Presque tous les résidus Cys sont conservés entre le pro-vWF, MUC2, FIM-
B.1 et MUCS5B mais les similarités des séquences sont peu prononcées. Cependant, les
2 séquences peptidiques TCGLCG (domaine D1) et VCGLCGN (domaine D3) sont
parfaitement retrouvées dans les 4 molécules. Les cystéines viscinales de ces 2 motifs
ont €té retrouvées dans le site actif de PDI (« protein disulfide isomerase »). Il a été

suggéré que cette séquence joue un rdle primordial dans la multimérisation du
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PS DI D2 D D3 Al A2 A3
vWF
i ) "like i
PS  Dl-dike D2-like D3-like TR
=—— FIM-B.I
D3-like TR
MUCS5AC
PS Dl-like D2-likel TXD3 fike TR
E MUC2
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5B Dl-like D2-like D3-like TR

— — MUC5B

ﬂm  Domaine MUC2/SAC/SB PS : peptide signal
TR : tandem repeat

Figure 36 :  Organisation peptidique comparée des régions amino-terminales
du pro-vWF, de FIM-B.1, de MUC5AC, de MUC2 et de MUCSB
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pro-vWF (Mayadas et al., 1992). Il est probable que les mucines qui possédent ces
domaines D multimérisent de la méme maniere que le pro-vWF. Il a été montré que le
clivage du pro-vWF (séquence RSKRIS entre les domaines D2 et D’) n’est pas
essentiel a la formation des multiméres (Verweij et al., 1988). Un site potentiel de
clivage a été relevé dans FIM-B.1 (séquence SRKRIT ; aa 825 & 829 ; Joba et al.,

1997) mais aucune séquence similaire n’est retrouvée dans MUCSB ou MUC2.

Nous avons individualis¢ un domaine MUC2/5AC/5B. Nous avions de la
méme fagon individualisé un petit domaine intercalé entre le domaine central de
MUCSB et la région carboxy-terminale homologue a la région caboxy-terminale du
vWF. Ce domaine que nous avons appelé MUC11pl5 (Desseyn ef al., 1997¢c) est
retrouveé uniquement dans MUC2 et MUCSAC juste en aval des régions centrales.
Comme pour le domaine MUC2/AC/5B, les domaines MUC11pl5 sont trés peu
homologues entre eux. Ceci suggere que le géne ancestral des mucines localisées sur le
chromosome 11 possédait ces 2 domaines flanquant le sous-domaine Cys (108 aa, 10
résidus Cys) retrouvé ensuite 2 fois dans MUC2, au moins 6 fois dans MUCSAC et 7
fois dans MUCSB.

192



Caractéristiques Structurales

IV CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DE MUC5B

Le géne MUCSB est constitué de 48 exons répartis sur 36,5 kb. Les exons
ont des tailles qui varient de 32 pb a 10.713 pb. Les 47 introns ont des tailles

comprises entre 87 pb et environ 1700 pb.

Le transcrit de MUCS5B a une taille de 17.592 pb (plus la queue polyA®) et
code une apomucine de 5664 aa. Nous avons subdivisé cette molécule en 3 parties :
- la région amino-terminale: 1286 aa; 10 sites potentiels de
N-glycosylation ; 29 exons répartis sur environ 15,2 kb.
- la région centrale : 7 sites potentiels de N-glycosylation; 3570 aa
codés par un exon unique de 10713 pb.
- la région carboxy-terminale: 808 aa; 15 sites potentiels de.

N-glycosylation ; 18 exons répartis sur 10,6 kb.

La région centrale de MUCSB, domaine mucine, est composée de 1’alternance
de plusieurs sous-domaines :

- un domaine de 108 aa riche en résidus Cys (10 Cys) et appelé sous-
domaine Cys. Ce sous-domaine est présent 7 foisgdans MUCSB, au moins 6 fois dans
MUCSAC, 2 fois dans MUC2, au moins 2 fois dans Muc5ac (souris), 2 fois dans Rat-
Muc?2 et au moins une fois dans PGM-2A (porc)

- un domaine riche en résidus Ser, Thr et Pro de 111 aa, retrouvé 4
fois dans MUCS5B et appelé R-end

- 5 sous-domaines de type mucine, constitués de répétitions en tandem

(11, 17 ou 23 fois) du motif imparfait de 87 pb.
Les régions amino- et carboxy-terminales de MUCSB sont riches en résidus

Cys et sont similaires, comme pour MUC2 et probablement pour MUCS5AC, aux

régions qui flanquent les domaines A (A1-A2-A3) du pro-vWF (Figure 37).
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Figure 37 : Organisation peptidique comparée du pro-vWF, de MUC2 et de MUCSB
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I MUCSB : MODELE D’ETUDE DES GENES DE MUCINES

DU CHROMOSOME 11

I.1 Organisation génomique des mucines du chromosome 11

C'est la premiére fois qu'une organisation génomique d'un géne codant une

« mucine sécrétée formant le gel de mucus » est résolue.

Les 3 génes de mucines localisés en 11p15.5 MUC2, MUCS5AC et MUCSB
sont tres homologues entre eux et il est probable que les organisations génomiques de

MUC2 et MUC3AC soient trés similaires a celle de MUCSB.

Les travaux récents réalisés sur MUC6, localisé lui aussi en 11pl5.5,
montrent que ce géne est moins similaire aux 3 autres génes (absence dans MUC6 des
domaines D4, B et C) bien qu'il posséde des caractéristiques communes (en particulier,

présence du domaine CK).

Ainsi, notre étude de I’organisation génomique de MUCSB permettra peut-
étre de localiser plus rapidement les introns des autres génes de mucines localisés en
11p15 et de leurs homologues animaux. Il sera alors intéressant de séquencer
entiérement les introns de ces génes équivalents aux introns A et G (1% et 7°™ intron
en aval de la partie répétitive) de MUCSB afin de voir s'ils possédent eux aussi des
motifs répétés en tandem. Si c’est le cas, il faudra alors étudier un éventuel

polymorphisme VNTR et la relation VNTR / régulation de la transcription.
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1.2 Régulation

La séquence quasi complete du géne MUCSEB a été déterminee. C’est, apres
MUCI, la seule séquence connue pour un geéne de mucine, et donc aussi le premier

modéle d’étude de mucine sécrétée.

Il reste a étudier la région promotrice de MUCS5B, contenue dans le cosmide
BENI1. Nous allons en méme temps aborder les premieres étapes de la recherche des
zones régulatrices du géne MUC5B. Pour cela, nous nous proposons de chercher les
sites hypersensibles a la DNase I. Nous disposons au laboratoire d'une lignée cellulaire
n’exprimant pas les génes de mucines (les cellules HT 29 dérivées d’un cancer colique)
et des cellules exprimant certains de ces genes (cellules HT 29 traitées au
méthotrexate), dont MUCS5B. Nous pourrons ainsi approcher trés rapidement les zones

régulatrices qu’elles soient en 5°, 3’ ou méme a ’intérieur du géne.

Parallélement a la caractérisation du facteur nucléaire spécifique des cellules
muco-sécrétantes qui interagit avec le motif répété de 59 pb de U'intron G (Pigny et al.,
1996b ; Desseyn et al., 1997a), il faut étudier la conséquence du polymorphisme
VNTR de cet intron sur la régulation de la transcription. Pour cela, apres avoir sous-
cloné le promoteur minimal de MUCS5B en amont d’un géne rapporteur, nous sous-
clonerons en aval de ce géne rapporteur des fragments de I'intron G comportant 5 a 9
répétitions du motif de 59 pb. On mesurera alors ’éventuelle augmentation ou

diminution de transcription que I’on pourra relier & ce polymorphisme de type VNTR.

L'é¢tude de la régulation de MUCSB répondra en partie & la question
d'importance : les génes de mucines, et en particulier ceux du cluster en 11p15, sont-ils
soumis & une régulation concertée ? Ces travaux devraient nous permettre de
comprendre les fonctions exactes des mucines dans la cancérogenese et les mécanismes
permettant d'augmenter ou de diminuer trés nettement l'expression de ces
glycoprotéines dans les tumeurs. Les connaissances apportées par l'étude de

l'expression et de la régulation de MUCSB permettront une meilleure compréhension
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des anomalies du mucus, comme la surexpression des mucines observée lors de la

genese des cristaux biliaires, les hypersécrétions etc...

1.3 Polymorphisme VNTR de MUCSB : intronique ou dans la

région codante ?

Il est généralement admis que les mucines présentent dans leur région
répétitive, codant la région riche en résidus Ser et Thr, un polymorphisme de type

VNTR. Qu’en est-il aujourd’hui concernant MUCSB ?

Les RT-PCR effectuées en utilisant des oligonucléotides de I’exon central ou
des oligonucléotides qui bordent cet exon central I’ont été sur de I’ARN provenant de
différents individus. Par cette méthode, aucun polymorphisme de type VNTR n’a pu
étre visualisé. Le nombre de répétitions en tandem du motif de 87 pb est donc tres peu
ou pas variable. Ceci a par ailleurs €té confirmé dans notre laboratoire par la méthode
de Southern blot en utilisant la sonde répétitive de MUCSB JERS7 sur une
cinquantaine d’échantillons d’ADN hydrolysés par 1’enzyme de restriction Bg/lII
(Pigny, 1997 ; Figure 38 (seuls 8 individus sont présentés)). Sur la cinquantaine
d’individus testés, tous ont un fragment Bg/II/Bg/ll d’environ 17 kb révélé par la
sonde JER57. Cette bande correspond a ’allele du cosmide BEN2. Deux individus ont
une bande supplémentaire : 'un & environ 20 kb (Figure 38, couloir A), Pautre a

environ 15 kb (Figure 38, couloir B).

Ce polymorphisme n’est probablement pas un polymorphisme de restriction.
En effet, des expériences identiques menées sur les mémes échantillons d’ADN mais en
utilisant cette fois ’enzyme de restriction HindIIl donnent un profil semblable a celui
observé sur la figure 38 mais décalé vers des tailles plus élevées (le fragment

HindlIl/HindIll du cosmide BEN2 a une taille de 25kb).
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17 kb —

Figure 38 : Polymorphisme BglII révélé par la sonde JERS7 (Pigny, 1997)
(13i : marqueur de tailles)
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Ces sites de restriction, Bg/ll et HindIll, n’encadrent pas exactement I’exon
central de MUCS5B. Les sites Bg/II sur le cosmide BEN2 sont situés respectivement a
3,5 et 2,9 kb en amont et en aval de I’exon central. Les sites HindIIl sur le cosmide
BEN2 sont situés a 0,5 et 14,5 kb respectivement en amont et en aval de I’exon
central. Il faut donc maintenant étudier si les introns compris dans les fragments
Bgll/BglI de 17 kb ou Hindlll/HindIIl de 25 kb ont un polymorphisme de type
VNTR qui pourrait expliquer en partie le polymorphisme observé par Southern blot
avec la coupure Bg/Il ou Hindlll. L’intron A est un bon candidat, car il est le seul
intron du fragment Bg/lI/Bg/ll ayant des répétitions en tandem (23 x 20 pb dans le
cosmide BEN2). Gréace & des oligonucléotides choisis de part et d’autre de la région
répétitive de cet intron, nous allons mettre au point un protocole d’amplification
génomique par PCR afin de calculer le nombre de répétitions en tandem chez plusieurs
individus. Nous ménerons parallélement une étude identique avec I'intron G (compris
dans le fragment HindIIl/HindIIl) afin de compléter les résultats précédemment
exposés et afin de vérifier que le faible polymorphisme observé pour le fragment
Rsal/Sacll (fragment contenant l'intron G dans son entier et étudié dans larticle
soumis) est dii a un polymorphisme VNTR, comme nous ’avons suggéré, et non a un

polymorphisme de restriction.

Quels que soient les résultats que nous obtiendrons, [’éventuel
polymorphisme VNTR de MUCSB ¢€tudi€ par la sonde JERS7 est tres faible comparé
par exemple a celui de MUC2 (51 a 115 répétitions du motif élémentaire). Ceci ne fait
pas cependant de MUCS5B une exception dans le monde des mucines puisque le
polymorphisme du petit géne MUC7 (~10 kb) est lui aussi trés réduit (5 ou 6
répétitions ; Biesbrock er al., 1997).

Il est souvent admis que le nombre de répétitions nucléotidiques en tandem de
la région codante des mucines varie d’un individu & I’autre. Certains auteurs font de ce
polymorphisme VNTR un critére de définition des mucines (voir par exemple les
revues de Devine ef al., 1992 ; Van Klinken et al., 1995). Ceci amenait a penser que la
taille de I’axe peptidique n’est pas cruciale a la fonction de la molécule (Gendler et al.,

1995), or il semble bien que le critére de polymorphisme ne convienne ni a MUC7, ni a
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MUCS5B. Nous pouvons conclure qu’une mucine ne présente pas systématiquement de

polymorphisme de type VNTR dans ses régions codantes.

L’absence de polymorphisme VNTR se congoit plus aisément pour un petit
gene comme MUC7 (c’est-a-dire petite région centrale et donc petit nombre de
répétitions codantes). Il est, par contre, beaucoup plus difficile d’admettre 1’absence
d’un tel polymorphisme sur de trés grandes régions construites de motifs répétés en
tandem. Il doit donc probablement y avoir un “phénomene” qui préserve MUC5B
d’une augmentation ou au contraire d’une diminution du nombre de répétitions. La
taille de la région répétitive de MUCSB est certainement un paramétre important dans
son role biologique. Il n’en est pas exactement de méme pour les 3 autres génes du
cluster MUC en 11p15.5. En effet, MUCS est, de ces 4 geénes, le plus polymorphique
(VNTR), puis vient ensuite MUC2, MUCSAC et enfin MUC5B. En comparant les 4
génes de mucines localisés en 11p15 on remarque que cette différence entre les 4 génes
peut étre reliée a la présence ou non des régions codant les motifs que nous avons
dénommeés sous-domaines Cys (« Cys-subdomains »). Ces domaines ont été retrouvés
2 fois dans MUC2, au moins 6 fois dans MUC5AC et exactement 7 fois dans MUCS5B.
I n’en n’existe probablement pas dans MUC6. Ainsi, moins il y a de ces sous-
domaines, plus le géne correspondant montre un polymorphisme important de type
VNTR dans sa région centrale (Vinall ez al., soumis). On peut aussi envisager que les 4
régions appelées R-end, trés homologues entre elles, et trouvées uniquement jusqu’a
présent dans MUCSB, accentuent ce “phénomeéne” de stabilité génétique, ce qui
expliquerait le polymorphisme VNTR plus marqué pour MUC5AC que pour MUCSB.
Ceci pourrait aussi expliquer que les mucines, dont les génes ne sont pas localisés sur
le chromosome 11, présentent toutes un polymorphisme VNTR, car elles ne possedent

pas, dans I'état actuel de nos connaissances, les 2 sous-domaines Cys et R-end.
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II LES GRANDS ARNM ET LES GRANDS EXONS

Le transcrit de MUCS5B a une taille de 17,6 kb. Ceci est en bonne corrélation
avec les études de Northern blot menées au laboratoire qui ont montré un unique
transcrit pour MUCSB d’une taille supérieure a 15 kb. Un transcrit aussi grand,

comme le sont ceux des autres mucines (Debailleul, 1997), est atypique.

I1.1 Les grands ARNm

Les grands ARNm, de plus d’une dizaine de kb, sont extrémement rares.
D’apres Noara et al. (Noara et al., 1987), des acides nucléiques monobrins de plus
d’une vingtaine de kb sont trop instables pour exister dans la cellule. Quelques grands
ARNm codent des protéines de structure comme par exemple la twitchine (Benian ef
al., 1989) qui a un ARNm de 23 kb, ou encore la filaggrine (Rothnagel ez al., 1990).
Les genes correspondants codent des peptides qui possédent, comme pour les mucines,
des motifs répétés en tandem. Par exemple, la filaggrine a un motif élémentaire de 250

aa (750 pb) répété au moins 20 fois.

11.2 Les grands exons

Lors de nos études sur I'exon central de MUCS5B, nous avons été amenes a

nous demander s'il existait d'autres grands exons dans les génomes d’eucaryotes.

Dans la littérature, bon nombre d'auteurs qui ont étudi€ de grands transcrits
pensent souvent avoir caractérisé en méme temps un énorme exon. Cependant, pour la
plupart de ces génes, aucun élément de preuve indiscutable n'a pu étre rapporté, car ces
genes codent presque toujours des motifs répétés en tandem. La taille des fragments

génomiques portant ces motifs est alors estimée par Southern blot avec des coupures
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de restriction partielles et totales. Cette méthode a I’inconvénient de ne pas pouvoir
détecter d'éventuels petits introns ni d'exclure qu'une partie du cadre ouvert de lecture
(extrapolé le plus souvent), méme contenant des motifs répétés en tandem, ne soit en

fait intronique.

Gréce aux technologies actuelles, il semble possible de montrer l'existence
d'un énorme exon si et seulement si ce putatif exon possede des motifs répétés mais
non parfaitement identiques entre eux. En effet, ceci permet alors d’effectuer des RT-
PCR chevauchantes et parallélement des PCR sur de I’ ADN génomique. On peut alors
avoir la quasi certitude qu’une grande région est totalement exonique et qu’elle ne
posséde ni site d’épissage alternatif 5° donneur interne, ni site d’épissage alternatif 3’

accepteur interne.

Le fait que MUCS5B posséde une alternance de plusieurs domaines distincts et
qu'un motif donné répété en tandem est rarement 100% homologue a un autre motif
(motifs imparfaits) a permis de montrer que la région centrale de MUCSB est codée
par une énorme région exonique (pas d'intron) et que cette région exonique de 10,7 kb
n’a pas de site d’épissage interne. Ceci est par ailleurs en parfait accord avec les
résultats de Northern blot préparé selon la technique décrite par V. Debailleul
(Debailleul, 1997) qui montrent pour MUCS5B un seul transcrit apparent de trés grande
taille (>15 kb) que la sonde soit répétitive ou non. On ne pergoit pas, par cette
technique, d’épissage alternatif. Enfin, aucune des RT-PCR effectuées avec des
oligonucléotides spécifiques de MUCSB n'a révélé d'épissage alternatif, ce qui tend
aussi a montrer que la région centrale de MUCSB est bien codée par un unique exon

de 10.713 pb.

Ceci marque une différence vis-a-vis de nombreuses protéines de structure.
L'organisation du géne Unc-22 de Caenorhabditis elegans (Benian et al., 1989)
codant la protéine musculaire twitchine, était connue pour avoir le record de taille
d'exon (Long et al., 1995). Le géne code un transcrit de 19.092 nucléotides avec une
séquence codante de 18.147 nucléotides (6049 aa). Le peptide déduit est
essentiellement formé de 2 motifs, l'un retrouvé 31 fois et le second 26 fois selon

"agencement schématisé sur la figure 39. A la différence de MUCSB, mais aussi de
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MUCT7 et MUCI, les motifs répétés sont codés par 12 exons (sur les 14 que comporte
le géne), le plus grand ayant une taille calculée de 9613 pb. Cette taille reste cependant
putative, car l'organisation génomique de ce géne a été établie grice a la méthode du
"shot gun". Cette technique consiste a séquencer systématiquement tous les sous-
clones issus d'un fragment génomique et a compiler par informatique la séquence grace
a des algorithmes, ce qui, bien évidemment, est une méthode peu sire dans le cas de

séquences répétées.

IL.3 Les génes BR

A propos des grands ARNm et des grands exons, il nous faut ici ouvrir une
large parenthese sur la famille des génes BR (pour « Balbiani ring »), car les auteurs
qui les étudient pensent avoir caractérisé les plus grands exons du régne eucaryote. De
plus, cette famille nous semble trés intéressante, car génes et protéines possédent de

nombreux points communs avec les mucines.

Chez la larve du diptére Chironomus tentans, les glandes salivaires
synthétisent et sécrétent au moins une quinzaine de protéines. Ces molécules, une fois
libérées dans ’eau, participent au réseau fibreux (Wellman ef al., 1989) qui protége la
larve du milieu aquatique hostile et qui lui permet de filtrer la nourriture. Plus d’une
dizaine de génes codant ces protéines ont été partiellement ou totalement caractérisés a
ce jour (Galli ef al., 1993). Quatre d’entre eux appartiennent & une méme famille de
genes, la famille BR. Chacun de ces 4 génes (BR1, BR2.1, BR2.2 et BR6) code un
peptide constitu€ d’une région centrale étirée d’environ 10.000 aa flanquée en amont
par une région amino-terminale d’environ 200 aa et en aval par une région globulaire
d’environ 110 aa. Les organisations génomiques de ces 4 génes sont identiques. La
région amino-terminale est codée par les 3 premiers exons et le début du quatriéme. Le
dernier exon, ’exon 5, contient la région 3’ non traduite et code la région carboxy-
terminale. L’exon 4 de chaque géne BR a une taille comprise entre 26 et 28 kb ! Cet

exon est constitué de la répétition (120 a 150 fois) du motif élémentaire, différent d’un
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Figure 39 : Représentation schématique du géne unc-22 (A) et du peptide déduit
(B) (Benian et al., 1989)

204



Discussion et Perspectives

géne a l'autre. Notons, que comme pour les mucines localisées en 11pl5.5, les
produits peptidiques des 4 génes BR sont tres homologues entre eux dans leurs régions

N- et C-terminales (Paulsson ef al., 1992).

Cependant, les tailles des transcrits des génes BR ont probablement été
surévaluées (Noara et al., 1987). 1l semble, en fait, que les monomeéres peptidiques
ayant une M; supérieure a 700 kDa soient extrémement rares, ce qui correspond a des
ARNm ayant des tailles supérieures a 20 kb. Des ARNm d’aussi grande taille sont trés

certainement instables et doivent étre dégradés dans la cellule (Noara et al., 1987).

III PROPOSITION D’UNE NOUVELLE CLASSIFICATION

DES MUCINES

Les nouvelles données structurales des apomucines nous laissent entrevoir
une nouvelle classification des mucines. Cette classification permettra peut-étre de

donner une nouvelle définition d’une mucine.

Nos travaux montrent clairement une organisation en modules de MUC5B.
Chacun de ces domaines ou modules présente de fortes similitudes avec les domaines
retrouveés dans les autres “mucines 11pl5” et certaines mucines animales (FIM-B.1,
PSM, BSM, MucSac, rat-Muc2; Tableau XIII). Parmi tous les domaines de ces
mucines, certains sont retrouvés dans le pro-vWF et donc aussi dans les molécules

apparentées.
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Localisation Motif domaines du pro-von Willebrand Motif
Génes chromosomique a 10 résidus Cys en 5'du TR en3' du TR EGF-like

humaine (108 aa) D1-D2-D-D3 D4 B C CK ouP
vWF 12p12-pter 0 oui 1 3 2 1 0
MUCSB 11pl5.5 7 oui 1 1 1 1 0
MUCSAC 11pl5.5 >5 ouil? 1 1 1 1 0
MUC2 11p15.5 2 oui 1 1 1 1 0
MUCE 11p155 | 0°? ? 0 0 0 1 0
MUC3 7922 ? ? ? ? ? ? l 2
MUC4 3q29 ? non? 0 03 0 0 ?
mMucy 4q13-q21 0 non 0 0 0 0 0
MUC8 12q24.3 ? ? ? ? ? ? ?
PSM 2(0)* ? 0 0 1 1 ?
BSM 0 oui 0 0 1 1 0
FIM-B.1 0 oui 0 0 1 1 0
FIM-A.1 0 non 0 0 0 0 4
FIM-C.1 2(0)* ? 0 0 0 0 >5
ASGP 0 non 0 0 0 0 2
Mucsmg 0 non 0 0 0 0 0

? : non déterminé

1: Klomp et al ., 1995

2: Buisine, communication personnelle
3: Nollet, communication personnelle
4: Probable d'apres les éléments publiés

Tableau XTIL Organisation peptidique comparée de quelques mucines et du
pro-vWF (TR : tandem repeat)
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I11.1 « La famille CK » : les mucines qui forment le gel

D’apres le tableau XIII, une nouvelle classification des mucines est possible.
La sous-famille 11pl5 élargie aux mucines animales citées ci-dessus, comprend
uniquement des mucines sécrétées ayant une région carboxy-terminale de type CK.
Selon les études menées sur le vVWF (Voorberg ef al., 1991) et PSM (Perez-Vilar et
al., 1996) les mucines et le vVWF dimériseraient par cette région riche en résidus Cys.
Sur le modéle du pro-vWF, ces mémes mucines polymériseraient par leur région
amino-terminale également trés riche en résidus Cys. En effet, les régions amino-
terminales des mucines 11p15 déja connues, sont homologues a la région amino-
terminale du pro-vWF.

Ce motif CK est, comme pour la protéine NDP et le vWF, un motif a 11
résidus Cys aux positions trés conservées. Cette sous-famille fait elle-méme partie de la
meégafamille des protéines CK contenant:

- la sous-famille CK & 7 résidus Cys dont un résidu Cys est impliqué
dans une liaison intermoléculaire et conservé dans cette sous-famille CK. C’est la
famille des TGF-P.

- la sous-famille CK a 6 résidus Cys ou la dimérisation est non

covalente. Le prototype est le NGF.

I11.2 1.es mucines solubles

L’organisation génomique de MUC?7 a été entierement €lucidée. La protéine
MG?2, issue du géne MUC7, n’est pas impliquée, directement, dans la formation du gel
de mucus, car elle n’établit pas de ponts interchaines. Ceci n’exclut cependant pas des
interactions non covalentes de cette mucine sécrétée avec des mucines qui forment le
gel. De plus, cette molécule est fortement O-glycosylée et donc trés hydrophile. Nous
pouvons la qualifier de « mucine soluble ». Il est probable que cette mucine joue
essentiellement un réle dans I’interaction avec d’autres molécules dont les IgAs et avec

les bactéries (Tabak, 1995).
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II1.3 Statut des autres mucines

La plupart des auteurs ont pour habitude de différencier d’un c6té les mucines
sécrétées, et de l'autre, les mucines membranaires (ou « mucin-like ») dont le
prototype est MUC1. Mais que penser maintenant de la forme soluble décrite de
MUCT1 ? Ou classer I’ASGP qui semble étre a la fois mucine transmembranaire, soluble

et sécrétée ?

II1.3.1 « Les sous-familles EGF-like et P-like »

A la lumiére des nouvelles données structurales des mucines, il existe peut-
étre des caractéristiques qui permettent de classer les autres mucines en sous-familles.
L’organisation peptidique déduite des séquences d’ADNc a permis de distinguer pour
les « mucines 11pl5» (et les homologues animaux) un motif de type facteur de
croissance-like (like, car aucune activité de facteur de croissance n’est démontrée)
c’est-a-dire un motif CK. Les mucines MUC3, ASGP FIM-A.1 et FIM-C.1 possédent
quant & elles soit 2 motifs au moins de type EGF-like (MUC3 et ASGP), soit de
nombreux motifs P (FIM-A.1 et FIM-C.1).

II1.3.2 Les autres mucines

Nous avons pu ainsi classer la plupart des mucines humaines et animales en 3
catégories : les mucines CK, les mucines EGF et les mucines P. Nous avons di classer

a part MUC7 qui, contrairement aux autres mucines, est une petite molécule.

Les informations concernant les 2 derniéres mucines humaines, MUC4 et
MUCS, et nombre de mucines animales, sont insuffisantes actuellement pour les classer
parmi les sous-familles que nous avons été amenés a individualiser. Il est cependant
probable d’apres les travaux menés sur ce géne dans notre laboratoire que MUC4

n’appartienne pas au groupe CK.

Bien que ’organisation peptidique de MUC1 soit parfaitement connue, cette

mucine reste ici, comme MG2, a part.
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IV RELATION STRUCTURE / FONCTIONS DES MUCINES

Les fonctions biologiques des mucines ont surtout été abordées par des
études portant sur la copule glycannique. La molécule MUCSB étirée, linéaire, est
constituée d’une alternance de régions fortement O-glycosylables (les domaines R et
R-end) et de domaines nus, c’est-a-dire peu ou pas glycosylables (sous-domaines Cys,
régions amino- et carboxy-terminales). Ces régions dites nues représentent en fait pour
MUCSB 50% de I’apomucine. Nous allons discuter plus particuliérement dans ce

chapitre des régions nues.

De toutes les mucines humaines, il apparait jusqu’a présent que seules les
11pl5 établissent des ponts disulfures formant le gel de mucus. On peut alors se
demander, puisqu’il est toujours difficile de définir ce qu’est une mucine, si de toutes
les molécules désignées comme mucines, les mucines 11p15 (et les homologues
animaux) ne sont pas « les mucines ». En d’autres termes, les mucines qui ne sont pas

en 11p15 sont-elles des mucines ? Participent-elles a la formation du gel de mucus ?

Tout ceci revient finalement a s’interroger sur les fonctions biologiques de ces
molécules. Les organisations génomiques de MUC/ et MUC?7 ainsi que les fonctions
des produits issus de ces genes, respectivement MUC1 et MG2, sont trés étudiées.
Puisque MG, étudié depuis 10 ans, est issu du géne MUCSB, nous possédons
maintenant un excellent modele d’étude des fonctions des mucines 11p15. Si on
compare les domaines des mucines 11p15, on notera que, puisque MUC6 ne posséde
pas les domaines D4, B et C (Tableau XIII), ces mucines possédent, par contre, toutes
sans doute les modules D1, D2, D’, D3, et CK. En effet, il est probable que MUC6
possede une région amino-terminale identique aux 3 autres mucines 11pl5 si MUC6

correspond bien au MUCX décrit par Velcich et al. (Velcich et al., 1997).

Un certain nombre de questions se posent alors :
- pourquoi certaines de ces mucines (MUC6, PSM, BSM) ne

possedent-elles pas de domaine D4 et B ?
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- quel est le role du domaine C manquant dans MUC6 ?

- les domaines D1, D2, D’ et D3 avec leurs résidus Cys aux positions
trés conservées sont probablement essentiels aux fonctions des mucines. Le tres large
domaine amino-terrminal des mucines 11pl5 joue-t-il uniquement un réle dans la
polymeérisation ?

- quels sont dans ce contexte les roles biologiques des sous-domaines

Cys?

IV.1 les zones nues

Des travaux font référence aux zones nues des mucines qui correspondent en
fait aux régions peu ou pas glycosylables. Ces régions correspondent aux régions
amino- et carboxy-terminales ainsi qu’aux sous-domaines Cys (108 aa, 10 résidus Cys),
retrouvés chez ’'Homme 2 fois dans MUC2, 7 fois dans MUC5B et au moins 6 fois
dans MUCSAC.

Plusieurs réles peuvent étre dévolus a ces régions sans que I’on puisse pour
I'instant attribuer telle ou telle fonction a une région nue particuliére :

- interaction spécifique avec divers composés du mucus comme
’amylase et les PRPs (« Prolin Rich Proteins ») dans la salive (Iontcheva ef al., 1997)

- une interaction spécifique entre MGl et Haemophilus
(para)influenzae a été décrite par I’équipe de Amerongen (Veerman ef al., 1995). Si il
est généralement admis que les interactions bactéries/mucines font intervenir la copule
glycannique des mucines, ces auteurs ont montré que H. (para)influenzae adhere

spécifiquement aux zones nues de MG1.

La plupart des interactions décrites entre des bactéries et le mucus salivaire
mettent en jeu MUC7. En effet, il a été rapporté que MG2 interagit avec des souches
de streptocoques (Murray et al., 1992). Si MUC7 a un réle essentiellement dans la
clearance bactérienne, il ne faut pas réduire cependant le réle de MUCSB uniquement a

la formation du gel de mucus.
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IV.2 Les sous-domaines Cys

Plusieurs équipes ont observé par microscopie €lectronique (voir par exemple
Rose et al., 1984; Sheehan ef al.,, 1986 ; Figure 5) que les mucines s’organisent en
réseau. 1l est possible que les mucines possédant les sous-domaines Cys forment des
liaisons entre elles par ces sous-domaines. Ainsi, les mucines MUC2, MUCSAC et
MUCSB auraient la capacité de former des mailles ou la taille de chaque maille est
fonction a la fois de la distance entre les sous-domaines Cys et de la quantité de
mucines sécrétées. Les propriétés rhéologiques du mucus seraient donc influencées par
deux paramétres, I’'un régulé (la sécrétion), et I’autre non régulé (la distance entre les
domaines cystéines). Ce dernier parametre est invariable d’un individu & I’autre, tout au
moins pour MUC2 et MUCSB. En effet, & 'inverse de la région purement répétitive, la
région T/S/P entre les deux sous-domaines Cys de MUC2 ne présente pas de
polymorphisme VNTR (Toribara ef al., 1991). Cette région s’étend sur environ 390
aa. Nous avons par ailleurs vu que MUCSB n’a pas de polymorphisme VNTR dans sa
région codante mais que la distance entre les sous-domaines Cys est de 430 ou 585 aa.
Les propriétés rhéologiques du mucus sont probablement essentiellement fonction des

quantités relatives et absolues de ces mucines.

Sheehan et al. avaient probablement visualisé ces mémes sous-domaines en
1991 (Sheehan er al, 1991) grace a leur immunsérum dirigé contre de la mucine
humaine cervicale réduite. Ils avaient observé une alternance de zones nues (3 ou 4)
reconnues par les anticorps polyclonaux (voir Figure 4) et de régions glycosylées. La
distance entre ces régions nues est d’un peu plus de 100 nm, ce qui correspond, si on
considére qu’un aa d’une région étirée a une taille d’environ 2,5 A (Van Klinken et al.,
1995), & environ 400 aa. Ce nombre est en trés bonne corrélation avec les tailles des
fragments séparant les sous-domaines Cys de MUCS5B qui sont sans doute les régions

reconnues par les anticorps et observées par microscopie électronique.
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IV.3 La région carboxv-terminale

Nous avons vu que MUC5B multimérise probablement par sa région amino-
terminale et dimérise par son domaine CK en C-terminal. Est-ce I le seul rdle de ce

domaine ?

IV.3.1 Modélisation du CK de MUCSB

Les motifs CK des mucines ont 11 résidus Cys aux positions invariantes. Ce
méme motif & 11 résidus Cys a été trouvé dans la protéine NDP. La fonction de cette
protéine n’est pas connue mais elle pourrait avoir un role de facteur de croissance
(Meitinger ef al., 1993). La prédiction informatique prévoit que le NDP a une
conformation 3-D superposable a la structure tertiaire du TGF- obtenue par

cristallographie.

Nous avons aligné le motif CK de MUCS5B avec le TGF-8 en tenant compte
des résidus Cys et de ’espacement entre ces résidus. Le programme informatique
utilisé par Meitinger et al. prévoit une succession de 5 feuillets B pour le NDP et le
TGF-f concluant que les 2 molécules ont tres certainement des structures
superposables. En utilisant 2 autres programmes de prédiction de structure, nous avons
pu montrer que le TGF-B, comme le CK de MUCSB, ont eux aussi 2 structures
superposables. Les 2 molécules, selon ces 2 programmes, sont constituées de la
succession de 2 feuillets B, d’une hélice o puis de 2 feuillets B, conformément aux

données de cristallographie du TGF-f.

Nous avons ensuite réalisé une premiére modélisation moléculaire en 3
dimensions du CK de MUCSB en remplagant, dans le modele 3-D du TGF-3
accessible dans la banque de structures protéiques, les acides aminés du TGF-§ par
ceux du CK de MUCS5B. La conformation tridimensionnelle a alors été optimisée par

un programme de minimisation d’énergie afin de trouver la conformation la plus stable
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pour le CK de MUCSB. La structure expérimentale du TGF-$ et la prédiction de
structure du CK de MUCS5B sont superposables (Figure 40).

IV.3.2 Spéculations sur la fonction biologique du domaine CK

Puisque le motif CK de MUCSB, et donc probablement les motifs CK des
autres mucines, peuvent adopter une conformation semblable a celle du TGF-B, il est
justifié de penser que les motifs CK peuvent avoir un role de type facteur de croissance
par liaison avec un récepteur spécifique qui reste a trouver, ou avec un récepteur des
facteurs de croissance. Il peut sembler surprenant qu’une énorme molécule comme
MUCSB joue un rdle direct de type facteur de croissance. Il a cependant été montré
que MG1 contient 2 sous-unités distinctes reliées entre elles par des ponts disulfures.
La plus petite des 2 sous-unités contient des N-glycannes, a une M; de 150.000 dans la
salive (Kawagishi ez al., 1990) et est identifiée au peptide de liaison. Nous avons vu
précédemment que le domaine carboxy-terminal de MUC2 correspond au peptide de
liaison intestinal (Gendler er al., 1995). 1l est donc probable que la région carboxy-
terminale de MUCS5B, similaire a la région carboxy-terminale de MUC2, riche en sites
potentiels de N-glycosylation (15 sur les 32 que posséde la molécule) est clivée. Ceci

reste a démontrer.

Enfin, ces domaines CK peuvent jouer plus simplement un roéle de modulateur
de facteur de croissance comme cela a déja été démontré pour des protéines de la
matrice extracellulaire (Ruoslahti e al., 1991 ; Taipale ef al, 1997) telle que la
décorine (Hildebrand et al.,1994).

L’ensemble des résultats présentés nous permettent d’entreprendre 1’étude de
la régulation de ce géne. De plus, nous possédons maintenant toutes les informations
nucléotidiques qui vont nous permettre de préparer des protéines recombinantes
correspondant aux différents domaines de MUCSB et d’étudier ensuite leurs fonctions

biologiques.
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Figure 40 : Superposition de la structure 3-D expérimentale du TGF-p (en
rouge) et de la structure prédite du CK de MUC5B (en bleu).
Les ponts disulfures sont représentés en jaune.
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APPENDICE TECHNIQUE

I Préparation des ARN totaux

Le matériel biologique est immergé dans I’azote liquide et y est broyé. On
ajoute ensuite 40 ml de tampon GT. Le mélange est homogénéisé a ’aide du «Sorvall»
puis filtré sur gaze stérile afin d’éliminer le tissu conjonctif. L’ADN est cassé par des
passages successifs a la seringue pour diminuer la viscosité. On ajoute au mélange 16
g de chlorure de césium. Aprés dissolution, on répartit le mélange dans 6 tubes a la
surface d’une solution (3,2 ml) de chlorure de césium 5,7M; EDTA 0,1M pH7,5,
DEPC 0,1%. Les tubes sont équilibrés deux a deux par une solution de tampon
GT/CsCl (5ml/2g) et centrifugé a 29500 tours/min pendant 15 heures & 18°C. Les
culots sont repris par 1 ml de TE 1X-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). Les ARN sont ensuite précipités par 0,1 volume d’acétate de sodium 3M pH 5,5
et 2,2 volumes d’éthanol absolu pendant au moins 2 heures & -80°C. Apres
centrifugation pendant 30 minutes a 10000 tours/min, le culot est séché a ’azote et
resolubilisé dans 200 & 500 pl d’eau stérile additionné de DEPC. L’ARN est conservé
a -80°C. La concentration de I’ARN est appréci¢ par la mesure de sa DO a 260 nm :
une DOagonm de 0,025 correspond & 1 pg d’ARN par ml. La pureté des ARN est
appréciée par le rapport des DO a 260 sur 230 nm qui doit étre supérieur a 2 et le

rapport des DO a 260 sur 280 nm qui doit étre supérieur & 1,75.
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11 Synthése d’ADNc¢

II.1 Méthode d’amorcage aléatoire

De ’ARN poly(A)™ trachéobronchique ou salivaire (0,5 pg) commercial
(Clontech) ou de I’ARN total préparé au laboratoire a partir de vésicule biliaire (2 pg)
dans un volume de 12,5 ul (H,O-DEPC) et 1 ul d’un cocktail d’hexanucléotides sont
dénaturés par chauffage pendant 2 min a 70°C. Le mélange est ensuite mis dans la
glace 5 min puis centrifugé quelques secondes. On y ajoute des INTPs (1 pl a 10mM
chaque), 20 U d’inhibiteur de RNases (0,5 pl), 4 ul de tampon de transcriptase inverse
(5X) et 200 U (1 wl) de transcriptase inverse MMLV du kit (1st-STRAND™ cDNA
Synthesis Kit; Clontech). Le tout est incubé pendant une heure & 42°C. L’ARN, la
polymérase et les DNases sont ensuite détruits par chauffage pendant 5 min a 90°C.
Apres centrifugation, les 20 pl de solution d’ADNc complétés par 80 ul d’eau-DEPC
sont conservés a -80°C. Une PCR contrdle sera effectuée sur 5 ul d’ADN¢ en utilisant

des amorces spécifiques de la G3PDH.

I1.2 Méthode RACE-PCR

La RACE-PCR a initialement été décrite par Frohman ef al. (Frohman ef al,
1988). Nous avons essayée différents kits; notre préférence va au kit “5°/3°> RACE”

(Boehringer) dont le principe a été rappel€ dans le chapitre Stratégie.

I1.2.1 Synthése de PADNc
Dans un microtube de 0,5 ml sont mélangés puis centrifugés :

tampon de transcription inverse (5X) 4 ul
dNTPs (10 mM chaque) 2 ul
oligonucléotide spécifique (Spmol/ul) 2,5 pl
ARN poly(A)" (0,5 pg) ou total (2 pg)

eau-DEPC gsp 19ul
transcriptase inverse AMV (20 U/ul) 1l
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Le mélange est incubé pendant 60 min a 55°C puis pendant 10 min & 65°C. 1l est

centrifugé et purifié.

I1.2.2 Purification de ’ADNc

Aux 20 pl d’ADNc sont ajoutés 100 pl d’une solution tampon (thiocyanate
de guanidine 3M, Tris-HCl 10mM,; éthanol 5% (v/v); pH6,6), pour ’adsorption des
acides nucléiques sur microcolonne. Le mélange est passé sur un filtre (kit “High Pure
Product Purification”; Boehringer) et I’ADNCc retenu est lavé plusieurs fois par 0,5 ml
d’une solution de lavage (NaCl 20mM; Tris-HCI 2mM,; pH7,5; 4 volumes d’éthanol).
Aprés essorage par centrifugation pendant 30 secondes a 13000 x g, ’ADNc est €élué
par 50 pl d’une solution de Tris-HCl, 10mM pHS8-8,3.

I1.2.3 Synthése de la queue poly(A)

Dans un tube de 0,5 ml sont mélangés, sur de la glace, 19 ul d’ADNc purifié;
2,5 pl d’une solution tampon 10X (Tris-HClL, 100mM; MgCl,, 15mM; KCl, 500mM,
pH8,3) et 2,5 pl de dATP (ZmM). L’ADNCc est dénaturé a 94°C pendant 3 min puis
remis sur la glace et centrifugé. On ajoute 1 ul de terminale-transférase (10 U) qui va
catalyser l’addition de JdATP, sans matrice, & lextrémité 3°’0OH de I’ADNec.
L’incubation se fait a 37°C pendant 10 minutes. La terminale-tranférase est ensuite
inactivée par chauffage a 70°C pendant 10 minutes. Le mélange, aprés centrifugation,
est conservé a -80°C. 5ul de ce mélange seront utilisés pour chacune des réactions de

PCR.

III Amplification élective

IIL.1 Principe

La réaction de polymérisation en chaine (PCR pour “Polymerase Chain
Reaction”) a €té mise au point au milieu des années 80 par K. Mullis (prix Nobel de
chimie en 1993). Elle utilise un couple d’amorces qui encadre la région que I’on veut

amplifier sélectivement, des dNTPs, de I’ADN monobrin (essentiellement de I’ ADNc)
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ou double brin (ADN génomique, un produit d’amplification ou un vecteur et son

insert) et une polymérase thermostable de type Taq Polymérase et son tampon.

IIL.2 Les réactifs, le matériel utilisé et généralités

Nous avons utilis¢ cette méthode pour amplifier de 'ADN a partir de
plasmide (moins d’un microlitre de solution de préparation de plasmide, voir § VI), de
cosmide (1 a 20 ng par réaction) et de ’ADNc. Les oligonucléotides ont une taille
comprise entre 18 a 30 nucléotides. Ils sont synthétisés par Eurogentec (Liege,
Belgique) et sont utilisés a des concentrations de 5 pmol/pl. Les amorces sont choisies
de fagon a ce qu’elles ne puissent pas s hybrider entre elles et ne puissent pas former
d’épingles a cheveux, qu’elles ne contiennent pas de séquences répétées, qu’elles ne
puissent pas s’hybrider & plusieurs endroits du matériel a amplifier. Il est préférable
que la composition en bases soit équilibrée (éviter les longues répétitions de GC) et
que les températures de fusion (Tm) des 2 amorces ne soient pas trop différentes I’'une
de l'autre. Nous avons utilisé, pour choisir les amorces et calculer les Tm, le
programme informatique PCR Plan de PC/Gene. Les réactions de PCR ont été faites
sur un volume final de 50 pl avec une solution de dNTPs (Boehringer) a 2,5 mM
chaque (5 a 10 pl selon les réactions) dans un thermocycleur Perkin 480. Un corollaire
indésirable et inattendu de la puissance d’amplification de la PCR est qu’une
contamination méme mineure du matériel de départ peut étre amplifiée. Nous avons
donc préparé les réactions sous une hote a flux laminaire en utilisant des embouts
cotonnés pour les pipettes automatiques. Nous avons aussi fait des témoins négatifs en
remplacant le matériel nucléique par de ’eau. L’enzyme thermostable employée pour
les PCR “classiques” est la Taq polymérase de chez Boehringer & 1U/ul ; pour les
longues PCR nous avons utilisé un mélange de plusieurs Taq polymérases vendu par
Boehringer: kit Expand™ Long Template PCR System.

Pour chaque réaction nous avons effectué un “hot start”, c’est a dire que le

tube est placé dans ’appareil PCR alors que sa température est supérieure a 80°C.
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Les produits de PCR ont soit été purifi€s par €lectrophorése (voir § IV.1),
soit directement sur une matrice de silice (résine Wizard™ PCR Preps DNA

Purification System, Promega).

II11.3 Réactions

I11.3.1 Amplification d’ADN cosmidique
I11.3.1.1 Méthode usuelle

Dans un microtube (0,5 ml) on mélange 20 ng de cosmide, 15 pmoles de
chaque amorce, 6 & 8 ul de dNTPs, 5 pl de tampon 10 X fourni (Tris-HCI, 20mM,;
DTT, 1mM; EDTA, 0,1mM,; KCl, 0,1M; Nonidet® P40, 0,5% (v/v); Tween® 20, 0,5%
(v/v); glycérol, 50% (v/v), pH 8,0) et de I’eau stérile (qsp 48 pl). On recouvre le
mélange avec 50 pl d’huile minérale (Sigma) afin d’éviter 1’évaporation. Aprés un "hot
start”, on injecte sous ’huile 2 unités de Taq polymérase (Boehringer). Aprés une
dénaturation de 2 min a 94°C, on effectue 30 cycles :

95°C: 10 s (dénaturation des brins)

Tm+2°C: 30 s (hybridation)

72°C: 30 s a 2 min (élongation) selon la taille &8 amplifier

On termine par une élongation finale plus longue de 20 min a 72°C.

I11.3.1.2 Amplification de grands fragments: longue PCR

L’Expand™ Long Template PCR System est un mélange d’une Taq
polymérase “classique” et de la polymérase Pwo. Ce systtme nous a permis
d’amplifier des fragments d’ADN de plus de 4 kb, et jusqu’a 11 kb. Le mélange est
effectué sur la glace dans des microtubes a paroi fine et est compose de 5 pl de
tampon 10X (MgCly, 22,5 mM, Tris-HCI, 500mM; (NH,),SOs, 140 mM; DMSO,
20% (v/v); Tween 20, 1% (v/v)), 10 ul de dNTPs (10 mM chaque), 15 pmoles de
chaque amorce, 20 ng de vecteur (cosmide) contenant le fragment & amplifier, 0,75 pl

du mélange d’enzyme (2,5 U) et de I’eau stérile (qsp 50 pl).
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Apres une dénaturation de 2 min a 94°C, on effectue tout d’abord 10 cycles :
94°C: 10s
Tm+5°C: 30 s
68°C: 45 s a 30 min selon la taille & amplifier
puis les 20 cycles suivants :
94°C: 10 s
Tm+5°C: 30 s
68°C: 45 s a 30 min + 20 s par cycle

On termine par une €longation finale de 20 min a 68°C.

I11.3.2 Amplification d’ADNc
I11.3.2.1 Minibanque d’ADNc
Les réactions d’amplification d’ADNc synthétisé par la méthode aléatoire
utilisent 5 pl d’ADNc, 15 pmoles de chaque amorce, 6 a 10 pl de dNTPs, 5 ul de
tampon 10X, 2 U de Taq polymérase et de I’eau stérile (gqsp 50 ul).

[I1.3.2.2 RACE-PCR

Une premiére réaction d’amplification est réalisée sur 5 pul d’ADNc ayant une
queue poly(A) avec 1 pl (12,5 pmoles) d’une amorce dT-anchor, 12,5 pmoles de la
seconde amorce antisens et spécifique du transcrit a amplifier (choisie en amont de
’amorce utilisée pour la synthése de I’ADNc), 1 pl de dNTPs (10mM chaque), 2,5 U
de Taq polymérase, S pl de tampon d’amplification 10X et de I’eau stérile (qsp 50 pl).
Une seconde réaction d’amplification est réalisée ensuite sur 1 pl de la premiére
réaction de PCR diluée au 1/20 dans du TE 1X. Les amorces utilisées sont une amorce

antisens spécifique du transcrit choisie en amont de I’amorce précédente et I’amorce

“anchor” du kit de RACE-PCR.
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IV Clonage des fragments amplifiés

IV.1 Purification des fragments

Deux méthodes de purification ont été utilisées :

IV.1.1 Méthode « GENECLEAN »

Les ADNCc sont séparés en gel d'agarose 0,8% contenant du BEt (0,5 pg/ml),
et en tampon TEA pour éviter I'action des DNases. Aprés repérage sous UV grice aux
marqueurs de tailles, les bandes d'agarose d'intérét sont découpées au scalpel. L'ADN
est extrait et purifié a l'aide du kit GENECLEAN II® (Bio 101): l'agarose est liquéfié
en ajoutant trois volumes de Nal et en incubant au moins 5 minutes a 50°C. L'ADN
est ensuite adsorbé sur la matrice de silice ("Glassmilk") pendant 10 minutes: 5 ul de
"Glassmilk" sont ajoutés pour 5 pug d'ADN (ou moins) et 0,5 ul de "Glassmilk"
supplémentaire par 0,5 pg d'ADN au dela des 5pg. Aprés centrifugation, on récupére
le culot d'ADN/matrice et on le lave trois fois par des solutions de 300 ul de New
Wash dilué (selon les conditions du fournisseur). Aprés centrifugation, le culot est
resuspendu dans 5 & 10 pl de TE 1X et placé 2 a 3 minutes a 50°C. Apres 30 secondes
de centrifugation a 12000 x g, le surnageant contenant 'ADN est transféré dans un
nouveau tube. Une deuxiéme élution de 'ADN peut étre effectuée et permet d'obtenir
20% supplémentaires du matériel €lué la premiére fois. Une partie aliquote est
quantifiée aprés électrophorése en gel d'agarose contenant du BEt (0,5 pg/ml) en
comparaison avec deux marqueurs de tailles moléculaires : le 13i qui est un clone
phagique qui, aprés hydrolyse par I’endonucléase EcoRI, libére 8 fragments de 31, 22,
11, 4.3, 32, 1.3 et 0.5 kb ; et le marqueur de taille commercial « 100-bp ladder »
contenant des fragments d’ ADN multiples de 100 pb (Pharmacia Biotech).

IV.1.2 Méthode « Seaplaque »
Les fragments d’ADN a purifier sont déposés dans un gel d’agarose
SeaPlaque®GTG® (FMC Bioproducts) 0,8% en tampon borate et contenant du BEt
(0,5 ug/ml). Cet agarose a la particularité de se liquéfier a basse température. Apres

repérage sous UV, les bandes d’agarose d’intérét sont excisées au scalpel et placées
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dans un tube de 1,5 ml. On ajoute 50 pl de TE 1X et 100 ul de tampon de purification
de PCR. Les tubes sont mis au bain-marie a 65°C pendant 7 min. On ajoute ensuite au
gel liquéfié 0,9 ml de résine (Wizard™ PCR Preps DNA Purification System,
Promega). On retourne plusieurs fois les tubes ; I’ADN s’adsorbe sur la matrice. On
filtre ensuite les mélanges sur des colonnes (Wizard™ Minicolumns, Promega). Les
filtres sont lavés 2 fois par 1 ml d’isopropanol 80% puis essorés par centrifugation
pendant 2 min a 13000 x g. On dépose sur les colonnes 50 ul de TE 1X. Apres au
moins une minute de contact, les produits d’amplification purifiés sont élués par

centrifugation pendant 30 s & 13000 x g.

IV.2 Clonage en vecteur plasmidique T/A

IV.2.1 Principe

La Taq DNA Polymérase, comme la plupart des polymérases thermostables,
ajoute un nucléotide en 3' des fragments amplifiés, le plus souvent un A. Cette activité
d’addition d’un nucléotide semble indépendante de I’information contenu dans le brin
copié. Une telle activité catalytique de type terminale transférase a été trouvée pour
d’autres polymérases dont ’AMV (Clark, 1988). Les T-vecteurs sont pourvus d'un dT
non apparié, ce qui permet une ligation facile des fragments de PCR et du vecteur. En
pratique, ils peuvent €tre préparés de la facon suivante: le vecteur de clonage est
hydrolysé par une enzyme de restriction & coupure franche (on emploie généralement
les enzymes Smal ou EcoRV) et on I'incube a 72°C avec une Taq polymérase et du
dTTP. Nous avons choisi comme vecteur le plasmide pMOSB/ue (Amersham) qui a

une taille de 2887 pb.

1V.2.2 Ligation
Un mélange contenant 6,8 upl de produit de PCR purifié, 0,5 pul de DTT
100mM, 0,5 Wl ’ATP 10 mM, 1 pl de tampon de ligation 10X, 0,7 ul (35 ng) de
vecteur T/A (pMOSBlue T-vector, Amersham) et 0,5 ul de T4 ADN ligase (2-3 U)

est incubé pendant 2 heures a 15°C.
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IV.2.3 Transformation

1,5 ul du produit de ligation sont transférés dans un tube de 0,5 ml. 18 ul de
bactéries compétentes sont ajoutées. Le contact se fait pendant 20 minutes dans la
glace. On effectue ensuite un choc thermique pendant 45 secondes & 42°C précisément
puis on ajoute 80 pl de SOC (milieu de culture riche). Les bactéries sont placées dans
I'incubateur a 37°C et agitées a 280 rpm. Apres une heure d’agitation, les bactéries
sont étalées sur boite de LB-agar ampicilline (100 pg/ml) et incubées a 37°C pendant
une nuit. Seules les bactéries possédant le plasmide seront résistantes a I’antibiotique

et pourront pousser sur la boite.

IV.2.4 Détection des clones recombinants

Pour sélectionner les plasmides recombinants, nous avons utilisé la méthode
X-Gal / IPTG. 30 minutes avant d’étaler les bactéries, on imprégne les boites avec 100
ul d’IPTG 0,1M et 20 pl d’une solution de X-Gal a 50 mg/ml. Les souches d’E. coli
utilisées au laboratoire (JM109, XL1-Blue® ou celles fournies avec le vecteur
pMOSBIue) possédent un géne codant une f-galactosidase défective, dépourvue des
aa 11 & 41 (géne LacZAM15), utile pour le test de I’a-complémentation. Les vecteurs
plasmidiques utilisés au laboratoire possedent quant a eux, en plus d’un géne de
résistance a I’ampicilline, un site de clonage multiple (encore appelé « polylinker »)
introduit au début du gene LacZ. Pour mettre en évidence la présence (vecteur religué
sans insert) ou non (clonage d’un insert dans le géne LacZ) d’une activité [3-
galactosidase, 2 réactifs sont indispensables : IPTG et X-Gal. est un inducteur par
dérépression de la synthése de P-galactosidase et le X-Gal est un f-galactoside qui
peut étre hydrolysé par la B-galactosidase et libérant ainsi, en plus du galactose, une
substance colorée en bleu. Finalement, les colonies blanches sont témoins de la

présence de recombinants et les bleues d’absence de recombinants.
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V Sous clonage en vecteur plasmidique pKS

Le vecteur utilisé pour le sous-clonage des fragments cosmidiques ou
plasmidiques est le phagémide pBlueScript 11 KS (Stratagene). Il a une taille de 2961
pb.

V.1 Hydrolyse du vecteur

Le vecteur est tout d’abord clivé par une ou deux enzymes de restriction
appartenant au site de clonage multiple. Le vecteur est ensuite purifié par extraction au
phénol/chloroforme ou purifié comme un produit de PCR (voir §IV.1.3). 1l est ensuite
précipité, repris par du TE 1X et dosé en gel d’agarose par comparaison au témoin

131.

V.2 Déphosphorylation

Lorsque le vecteur est hydrolysé par une enzyme unique, on le déphosphoryle
afin d’éviter qu’il ne se religue sur lui méme. On utilise pour cela une phosphatase
(Boehringer). Le vecteur ouvert est incubé une heure au moins a 37°C avec un tampon
10X (Tris-HCI 0,5M; EDTA 1mM pHS8.,5) et 1 unité de phosphatase alcaline
(Boehringer). Le vecteur déphosphorylé est ensuite purifié et repris en TE 1X. 1I est

dosé apres électrophoreése en gel d’agarose.

V.3 Ligation rapide

8 wl d'ADN purifié sont mélangés dans un microtube a 2 pl d’un tampon 5X
(kit Rapid DNA Ligation, Boehringer). On ajoute 10 pl de tampon de ligation 2X, 35
ng de vecteur puis 1 pl (5 U/ul) de T4 ADN ligase. Aprés 5 minutes de ligation a
température ambiante, on procede a la transformation en utilisant 1,5 pl de produit de

ligation.
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V.4 Transformation

La transformation effectuée par la méme méthode que celle décrite ci-dessus
pour les produits de PCR en utilisant des bactéries lac' IM109 ou XL1-Blue® ou des
HB101 (Promega) vendues compétentes. Les bactéries sont ensuite étalées sur boites
comme précédemment sur un milieu LB-agar ampicilline. Les boites sont placées a

37°C pendant une nuit.

V.5 Recherche des clones d’intérét

Avec les TM109 ou les XL1-Blue®, il est possible d’utiliser la méthode de
détection XGAL/IPTG. Cependant, si on posséde la sonde correspondant i un

fragment de I’insert a sous-cloner, on procéde comme suit.

V.5.1 Empreintes plasmidiques
Une rondelle de nitrocellulose est appliquée sur chaque boite de Pétri pendant
une minute. L'ADN est dénaturé dans la soude 0,5N pendant 5 minutes. La rondelle
est ensuite neutralisée pendant 5 minutes dans un bain de Tris-HCl pH7,0. La rondelle

est séchée sur papier et le matériel est fixé par la chaleur (une heure a 80°C sous vide).

V.5.2 Hybridation a une sonde nucléique
La méthode est identique a celle décrite ultérieurement pour les Southern mis
a part que les rondelles sont préhybridées et hybridées & 42°C dans un tampon
d'hybridation 3X pendant au moins 2 heures. L'hybridation est effectuée avec la sonde
a raison de 250000 cpm/min par rondelle. Enfin, les rondelles sont lavées par 4 bains
de 5 minutes a 55°C dans un tampon de SSC 0,1X-SDS 0,1% et sont mises en

autoradiographie pendant 6 heures ou une nuit.
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VI Préparation de ’ADN plasmidique recombinant

(kit Wizard™ Minipreps DNA Purification System-Promega)

VI.1 Lyse bactérienne par un détergent

1,5 ml de culture sont centrifugés 5 minutes a 3000 tours/min. Le surnageant
est éliminé a la trompe a vide. Les bactéries sont resuspendues dans 200 ul de solution
de resuspension (Tris-HCI pH7,5 50mM; EDTA 10mM; RNase A 100ug/ml) puis
lysées (200 ul de NaOH 0,2M, SDS 1%). Aprés 2 minutes d'incubation le mélange est
neutralisé (200 ul d'acétate de potassium pH4,8 1,32M) puis centrifugé 10 minutes a

12000 x g ; le surnageant contenant les plasmides est récupéré.

V1.2 Purification de I' ADN plasmidique

1 ml de résine Wizard Preps est ajouté au surnageant. Le tout est filtré sur
microcolonne. Aprés lavage par 2 ml d'une solution de «Wash» (NaCl, 200mM; Tris-
HCI 20mM, pH7,5; EDTA SmM; EtOH 95%, (1,4 v/v), la colonne est essorée par

centrifugation pendant 2 minutes.

V1.3 Elution de ' ADN de la matrice

50 ul de TE chaud (65°C) sont appliqués sur la colonne pendant quelques

minutes. L'ADN plasmidique est élué de la colonne par 30 secondes de centrifugation.

V1.4 Détermination de la taille des inserts

3 ul de chaque solution de plasmides sont hydrolysés pendant 1 heure a 37°C
dans un tube contenant 5 pl de TE 1X, 1 pl de tampon 10X adapté a ’enzyme

(Boehringer) et 0,5 ul de chaque enzyme qui coupe de part et d’autre du site de
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clonage (HindIll et BamHI pour le vecteur pMOSBIue en tampon B). L'insert et le

vecteur sont ensuite séparés par électrophorese sur gel d’agarose.
Une hydrolyse sur une plus grande quantité (35 ul) permet, apres purification

comme précédemment (§ IV.1), d’avoir assez de matériel pour utiliser ces inserts

comme sonde sur des Southern blots ou/et des Northern blots.

VI1I Sonde nucléique

VIL.1 Sonde d'ADN : technique du multi-amorcage

L'ADN & marquer (25 ng dans 10 pl) est tout d'abord dénaturé 5 minutes
dans l'eau bouillante puis gardé dans la glace. La réaction d'élongation, amorcée par un
cocktail d'hexanucléotides, est réalisée pendant 30 minutes a 37°C par le fragment
Klenow de I'ADN polymérase (kit Random Primed DNA Labeling, Boehringer) en
présence de dNTPs dont du dCTP[«*’P]. La sonde double brin est ensuite purifiée par
gel-filtration sur colonne de Sephadex G50 en tampon d'élution STE-SDS 0,1%, puis
dénaturée par 1/10 (v/v) de NaOH 3N pendant 10 minutes a température ambiante et

neutralisée par addition d'HCI 3N (5/6éme du volume de soude).

VIL.2 Marquage en S'OH d'un oligonucléotide

L'oligonucléotide (5 pmoles dans un volume maximal de 3 ul) est dénaturé 5
minutes & 95°C, mis 5 minutes dans la glace puis mélangé a 1 ul de tampon de
phosphorylation 10X, 5 pl de dATP[y**P] et 1 ul de T4 polynucléotide kinase (5' end
labelling kit, Amersham). Le mélange est incubé 30 minutes a 37°C. La réaction est
stoppée par un passage de 5 minutes a 95°C puis 5 minutes dans la glace et addition
de 1/10éme du volume de STE 10X. L'oligonucléotide est ensuite purifié par gel-
filtration sur "Quick Spin™ Column Sephadex® G25" (Boehringer) puis dénaturé 5
minutes a 95°C et mis 3 minutes dans la glace. Un volume égal de formamide est alors

ajouté.
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VIII Southern Blots

Apres hydrolyse par les enzymes de restriction, les fragments d’ADN sont
séparés en gel d'agarose (0,8 & 2%) en tampon borate puis transférés sur membrane et

fixés pour repérer le matériel génétique par des sondes radioactives.

VIII.1 Transfert

L'ADN est tout d'abord dénaturé par 2 bains de 15 minutes dans un tampon
de dénaturation (NaCl 1,5M; NaOH 0,5M). Le gel est ensuite neutralisé par 2 bains
dans un tampon de neutralisation (Tris-HCl 0,5M pH7,5; NaCl 3M). L'ADN est alors
transféré sur membrane de Nylon Hybond™-N+ (Amersham) par capillarité en tampon
SSC 20X pendant une nuit. L'ADN est ensuite fixé sur la membrane par une

exposition de 3 minutes aux UV.

VII1.2 Hybridation

VIIL.2.1 Sonde double brin
La membrane humidifiée en tampon SSC 3X est tout d'abord préhybridée au
moins 2 heures a 65°C dans un tampon de préhybridation afin de saturer les sites libres
de la membrane. Elle est ensuite hybridée dans un tampon d'hybridation pendant une
nuit & méme température avec la sonde (entre 100000 et 150000 cpm/min par

couloir).

VIIL.2.2 Sonde oligonucléotidique

Ces étapes sont identiques 2 celles utilisées pour une sonde double brin mais
la température de préhybridation et d'hybridation ainsi que les compositions des
tampons sont différentes :

- température de préhybridation et d'hybridation : 42°C

- tampon d'humidification : SSPE 6X

- tampons d'hybridation et préhybridation : cf. lexique des formules.
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VIIL.3 Lavages et autoradiographie

L'excés de sonde est €éliminé de la membrane par ringage en tampon SSC 3X
pour une sonde d'ADN double brin, SSPE 6X pour une sonde oligonucléotidique; la
membrane est ensuite lavée deux fois 15 minutes a 65°C en tampon SSC 0,1X-SDS
0,1% pour une sonde d'’ADN double brin, a 42°C en tampon SSPE 4X-SDS 0,1%
pour une sonde oligonucléotidique. Aprés un nouveau ringage en tampon SSC 3X ou
SSPE 6X, la membrane est séchée sur papier et mise en autoradiographie pendant des
temps pouvant aller de quelques minutes a plusieurs jours. La membrane peut ensuite
étre déshybridée par des bains bouillants de SDS (0,1 & 0,5%) et le contrdle de la

déshybridation est effectué par autoradiographie.

IX Utilisation des sondes sur Northern Blots

IX.1 Hybridation

La membrane est humidifiée en tampon SSPE 6X et préhybridée au moins 2
heures & 42°C en tampon de préhybridation/hybridation préparé selon le protocole
préconisé par Clontech. Elle est ensuite hybridée aprés remplacement du tampon
"Clontech" durant une nuit avec la sonde (1.000.000 a 1.500.000 cpm/min par

couloir).

IX.2 Lavage et autoradiographie

La membrane est rincée par du tampon SSPE 6X et lavée deux fois pendant
15 minutes & 65°C par du tampon SSPE 0,1X-SDS 0,1%. Elle est alors mise en

autoradiographie durant plusieurs jours.
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X Séquencage nucléotidique

La technique utilisée est celle de Sanger (Sanger ef al, 1977). L’ADN
plasmidique ou cosmidique est tout d’abord dénaturé par de la soude en présence
d’EDTA puis précipité par I’acétate de sodium et de I’éthanol. Le vecteur monobrin
est ensuite hybridé a une amorce oligonucléotidique (T3, T7, M-40 ou oligonucléotide
spécifique de I'insert). Puis, 4 réactions de polymérisation en paralléles sont réalisées
par ’ADN polymérase I (2 kits ont €t¢ utilisés: Sequenase 2.0, U.S. Biochemical
corporation, Amersham et ' Sequencing™ Kit, Pharmacia Biotech) ou par une
polymérase thermostable (Kit SequiTherm™ Cycle Sequencing, Epicentre
Technologie). La synthése du second brin est effectuée en présence des 4
désoxyribonucléotides dont I'un, le dCTP, est marqué en o par du *S, plus stable que
le P et donnant des images plus nettes. Chacune des 4 réactions est ensuite
poursuivie en présence de I'une des 4 bases sous forme di-désoxyribonucléoside

triphosphate a trés faible concentration qui arréte, au hasard, la polymérisation.

Les fragments de tailles différentes sont ensuite séparés par électrophorese
sur gel de polyacrylamide & 6% en tampon urée (SequaGel-6™, National Diagnostics).
La lecture directe de la séquence est ensuite réalisée aprés autoradiographie pendant

une nuit a plusieurs jours. Cette méthode permet de lire des séquences de 200 & 400

pb.

X1 Analvse des séquences

Les données sont traitées par informatique a 1’aide des programmes de
PC/GENE, et plus récemment grice au serveur NCBI disponibles sur Internet:
http://www.ncbi.nlm nih.gov/.

Afin de calculer le pourcentage d’homologie entre les différents sous-

domaines riches en résidus de cystéine et étant donné le grand nombre de séquences a
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traiter, nous avons utilisé le programme NALIGN (PC/Gene) puis transféré le résultat
dans le logiciel Excel. Nous avons ensuite transformé la matrice des alignements AxB
en matrice BxA pour que chaque séquence soit sur une unique colonne. Nous avons
ensuite élaboré le programme suivant pour calculer le pourcentage d’homologie entre

les différents sous-domaines:

' Fonction Calcul du pourcentage d’homologie entre des séquences (EXCEL)

' nucléotidiques - tableau vertical

' La premiere séquence (CYS1) s'étend de la cellule AU3 et AU353 soit de la ligne 3 de la
"colonne 47 a la ligne 353 de la méme colonne.

'La derniére séquence a comparer s'étend de la cellule AA3 (ligne 3, colonne 23), a la ligne
'353 de la colonne 23.

Sub phyla()
With Worksheets("Cys") 'Feuille de travail "Cys"
'c=colonne
'cc=les colonnes a comparer
'I=ligne
'v=nucléotide contenu dans la cellule (1,c)
'vw=nucléotide contenu dans la cellule & comparer a lv
'nb=nombre de nuciéotides comparés
'd=le nombre de nucléotides différents
For ¢ =47 To 26 Step -1

Forcc=c Toc-20 Step -1 'décrémentation de 1
nb=0 'Initialise nb a 0
d=0 'mitialise d 4 0

For1=3 To 353
v = .Cells(}, ¢).Value
liv = .Cells(], cc). Value
Iflv<>""Andllv<>"" Thennb=nb + 1
If lv=1lv Then
Ifiv<""Andllv<>""Thend=d + 1
End If
Next |
If d > 0 Then .Cells(50 - cc, ¢ - 22) = 100 * d / nb
'calcul du pourcentage d'homologie et l'inscrit dans une cellule
Next cc
Next ¢
MsgBox ("Fin de la fonction....")
End With ‘'fin d'utilisation de la feuille de travail
End Sub  'fin du programme
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XII Extension d’amorce

XII.1 Marquage de I’oligonucléotide

5 pmoles d’un oligonucléotide antisens spécifique du transcrit sont marqués
au y’P par la méthode décrite précédemment. L’arrét de la réaction de marquage se
fait par chauffage a 95°C pendant 5 minutes. L’oligonucléotide, dans un volume
réactionnel de 10 pl, est ensuite refroidi dans la glace et le tube est centrifugé. On

ajoute alors 10 pl d’eau stérile.

XI1.2 Purification et dénaturation

L’oligonucléotide est purifié par tamisage moléculaire sur une colonne G25
(Quick Spin™ columns Sephadex® G-25, Boehringer). L’oligonucléotide est ensuite

dénaturé par chauffage pendant 5 minutes a 95°C.

XI1.3 Réaction d’extension d’amorce

XTI1.3.1 Hybridation
Dans un tube de 1,5 ml sont mélangés sur la glace : de I'ARN total (10 pg) ou
poly(A)" (3ug), de I’oligonucléotide marqué (10° cpm), 4 ul de tampon de
transcriptase inverse 5X et de I’eau traitée au DEPC (qsp 20 pl).
Le mélange est chauffé a 80°C pendant 3 minutes puis on diminue la

température jusqu’au Tm de I’oligonucléotide pendant 30 minutes.

XTI1.3.2 Elongation
A 10 pl de mélange d’ ARN/amorce sont ajoutés 2,5 ul de DTT 0,1M, 4 pl de
dNTPs 0,25mM chaque, 3 pl de tampon de transcriptase inverse 5X, 1 ul (40 U)
d’inhibiteur de RNases (rRNasin®, Promega), 1 pl de transcriptase inverse MMLV
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(200 U/ul) et 3,5 ul d’eau-DEPC. Le mélange est incubé pendant 60 minutes a 45°C
puis on ajoute 190 pl d’eau-DEPC.

XI1.3.3 Purification
L’ADNc est purifié par extraction phénol/chloroforme puis précipité par de
’acétate de sodium, de I’éthanol absolu et de 'ARNt. Le culot est repris par 10 ul de

la solution stop du kit de séquengage (Kit Sequenase).

XI1.3.4 Electrophorése
Apreés dénaturation par chauffage a 80°C pendant 5 minutes, les ADNc et une
séquence témoin (séquence d’un plasmide sans insert) sont séparés par électrophorese

sur gel de polyacrylamide a 6% en tampon urée (SequaGel-6™, National Diagnostics).
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Composition des Tampons

COMPOSITION DES TAMPONS

TE 10X
Tris-HCI IM pH 8,0
EDTA 0,5M
H,O
pH 7,0

STE 10X
NaCl 3M
Tris-HCI 1M pH 8,0
EDTA 0,5M
H,O

SSC 20X
NaCl
Citrate trisodique
H,O
pH 7,0

SSPE 20X
NaCl
NaH,PO4, H O
EDTA
H»>O
pH 7,4

Tampon TEA 10X
Tris
Acide acétique
EDTA 0,5M
H,O
pH 8,0

Denhardt's 50X
Ficoll 400
Polyvinylpyrrolidone
SAB
HyO

234

10 ml
2 ml
qsp 100 ml

166,6 ml
50 ml

10 ml

qsp 500 ml

1753 g
882¢g
gqsp 11

174 g
276g
74¢
qsp 11

148,4 g
11,42 ml
20 ml

qsp 11



Fau DEPC
DEPC
H,0 désionisée

Solution d'IPTG
PTG
Eau stérile

Solution de X-Gal
X-Gal
N,N' diméthylformamide

LB
Bactotryptone
Yeast extract
Na(Cl
H»,O
pH 7,2

LB-Agar
LB contenant 15 g d'Agar pour 11

Tampon Borate 10X
Acide borique
Tris
EDTA
H»>O
pH 8,3

Tampon Borate 10X (séquence)
Acide borique
Tris
EDTA
H,O
pH 8,3

Tampon GT
Isothiocyanate de guanidium
Citrate trisodique
Sarcosyl
H»O stérile
DEPC
B mercaptoéthanol (extemporanément)
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Composition des Tampons

1 ml
gsp 11l

0,12¢g
gsp 5 ml

50 mg
qsp 1 ml

10g

S8
gsp 1l

55g
108 g
93¢g
gsp 1l

55g
108 g
6,72 g
gsp 11

236 g
73,5 mg
250 mg

gsp 50 ml

50 pl

357 ul



Tampon de purification des produits de PCR

SOC

KCl

Tris-HCI, pHS,8
MgCl,, 6 H,O
Triton X-100
Eau stérile

Bactotryptone (w/v)
Yeast extract (w/v)
NaCl

KCl

MgCly

MgSOy4

Glucose

Tampon hybridation 3X

formamide désionisée
EDTA 0,5M
Denhardt's 50X
Hepes 500mM

SSC 20X

ssDNA

H»O

Tampon hybridation oligonucléotides

SSPE 20X
Denbhardt's 50X
ssDNA

sulfate de dextran
SDS 10%

H»O

hybridation ARN Clontech

SSPE 20X
Denhardt's 50X
ssDNA
formamide

SDS

H»0

Composition des Tampons

372,8 mg
121,14 mg
30,50 mg
100 mg
qsp 100 ml

2%
0,5%
10mM
25mM

10mM

10mM
20mM

50 ml

0,3 ml

2 ml

10 ml

15 ml

2,5 ml (25 mg)
qsp 100 ml

20 ml

1 ml (10 mg)
10g

0,5 ml

qsp 100 mi

20 ml

1 ml (10 mg)
50 ml

2g

gsp 100 ml

Tampon de préhybridation d'une sonde nucléique (Southern blot)

SSC 20X
Denhardt's 50X
SDS 10%
H>O

236

30 ml

10 ml

5 ml

gsp 100 ml



Composition des Tampons

Tampon d'hybridation d'une sonde nucléique (Southern blot)

SSC 20X

Denhardt's 50X

SDS 10%

ssDNA

sulfate de dextran 50%
H,0

237

30 ml
10 ml
5 ml
2,5 ml (25 mg)
10g
qsp 100 ml
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