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INTRODUCTION 

1 LEMUCUS 

Les épithélia des tractus respiratoire, digestif et reproducteur sont recouverts d'un gel 

protecteur, le mucus, qui constitue une barrière sélective entre l'épithélium et le milieu 

extérieur. Il constitue notre première ligne de défense contre le milieu environnant (gaz, 

particules toxiques, bactéries, virus, allergènes, agressions mécaniques, enzymes, pH 

extrêmes). Il est synthétisé et sécrété par des cellules épithéliales spécialisées dans les fonctions 

de stockage et sécrétion. 

Le mucus possède plusieurs fonctions plus ou moins spécifiques de la muqueuse qui le 

produit [7]: 

- Au ruveau respiratoire, il maintient l'humidification des voies aériennes et 

l'hydratation des muqueuses qui sont au contact de l'air, le système mucociliaire conserve la 

stérilité du milieu en éliminant les particules et les micro-organismes inhalés. 

- Au niveau gastro-intestinal, il est impliqué dans la protection de la muqueuse 

œsophagienne contre les reflux gastriques très acides, il protège l'estomac et le duodénum 

contre les enzymes digestives et le pH acide. Il lubrifie les parois du tractus digestif pour les 

protéger des forces mécaniques lors du passage du bol alimentaire et au cours de la digestion. 

Le mucus est également la première barrière défensive contre les parasites et autres agents 

pathogènes. 

- Au niveau génital, chez la femme, les propriétés du mucus cervical dépendent du 

cycle hormonal. Au moment de l'ovulation, le mucus est abondant et peu visqueux, protégeant 

ainsi les spermatozoïdes et permettant leur migration. Par contre, en dehors de cette période, le 

mucus est épais et imperméable aux spermatozoïdes. 
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Il a été montré, au moins pour le mucus respiratoire et cervical, qu'il se compose de 

deux phases : une phase superficielle dense et visee-élastique en mouvement sur une phase 

fluide et peu visqueuse, au contact direct de la muqueuse. 

Ses caractéristiques physiques et fonctionnelles dites rhéologiques sont la viscosité, 

l'élasticité, l'adhésivité et la filance. 

La protection et la lubrification des surfaces épithéliales grâce à une couche 

superficielle de mucus est un mode de protection cellulaire très ancien au cours de l'évolution, 

déjà retrouvé chez les vers et les poissons. 

Le mucus est composé de 95% d'eau et 5% de glycoprotéines : les mucines. Il contient 

également de faibles quantités d'électrolytes, des protéines sériques (protéases, anti-protéases, 

albumine, lysozyme), des Ig A sécrétoires, des lipides et des acides nucléiques. 
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II MUCUS ET PATHOLOGIES 

La recherche en santé s'intéresse à l'étude du mucus depuis environ trente ans. En 

effet, de nombreuses pathologies associées au mucus ont été décrites, elles concernent de 

nombreux domaines médicaux et étudie les relations mucines/microorganismes, 

mucines/maladies inflammatoires et mucines/carcinomes : 

1- Maladies respiratoires 

a - les pathologies broncho-pulmonaires de l'enfant 

Les infections bronchiques à répétition sont fréquentes en pathologies 

pédiatriques [120]. Leur origine est souvent virale (virus respiratoire syncytial, adénovirus, 

virus de la rougeole, micro-organismes apparentés tels que le Mycoplasma pneumoniae), 

parfois allergique. Elles entraînent chez des enfants prédisposés une inflammation bronchique 

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

d'atélectasie, de dilatation des bronches. Dans ces pathologies, il a été montré des altérations 

_au niveau des cellules ciliées (une diminution du pourcentage des cellules ciliées mobiles et 

vivantes) et au niveau des sécrétions bronchiques (une augmentation des protéines dérivées du 

sérum, la présence d'une élastase leucocytaire active libre et une diminution du transport du 

mucus). 

b - la bronchite chronique 

La pathologie bronchique de l'adulte modifie les caractères biochimiques, 

physiques et rhéologiques des sécrétions entraînant une altération du système muco-ciliaire 

dont le rôle est l'élimination des particules étrangères inhalées [171]. Des bouchons muqueux 

peuvent obstruer bronches et bronchioles. Au cours de la bronchite, le poids sec des sécrétions 

augmente. Les sulfomucines et les mucines neutres augmentent aux dépens des sialomucines. 

Au début de la bronchite chronique, la stimulation des sécrétions protéiques (sialomucines, IgA 
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sécrétoires, lysozyme) produit un mucus très visqueux et très élastique. Puis, l'apparition des 

mucines neutres, de sérum-albumine et la diminution des IgA sécrétoires conduisent à une 

expectoration fluide avec diminution de la structure fibrillaire, de la viscosité et de l'élasticité 

du mucus. L'infection augmente l'exsudation des protéines plasmatiques et la libération d'ADN; 

ce qui entraînera ensuite l'augmentation de la viscosité du mucus. 

c -l'asthme 

Au cours de l'asthme intrinsèque, les caractères du mucus sont très voisins de 

ceux de la bronchite chronique, l'hypertrophie glandulaire est identique. Au cours de l'asthme 

extrinsèque, l'hypertrophie glandulaire est peu importante [171]. Une analyse montre la 

présence de complexes mucines-lipides et un augmentation de la longueur des chaînes 

oligosaccharidiques des mucines par rapport à l'asthme intrinsèque. L'hypersécrétion 

bronchique est due à la libération de médiateurs. L'expectoration des asthmatiques est dense et 

géliforme pouvant obstruer bronches et bronchioles. 

d- la mucoviscidose 

La mucoviscidose est l'une des maladies génétiques les plus fréquentes. Elle 

atteint, en europe, un enfant sur 2000 naissances, 1 individu sur 20 est porteur. 50 % des 

enfants n'atteignent pas l'âge adulte. 

Il s'agit d'une maladie autosornique récessive, dont le gène responsable (gène CF) est 

porté par le chromosome 7. La séméiologie est très complexe car elle concerne plusieurs 

organes. Cependant, elle est dominée par l'atteinte des voies respiratoires. Il s'agit d'une 

exocrinopathie d'origine génétique dominée par l'existence d'une bronchopathie 

hypersécrétante chronique et évolutive [ 44]. Elle s'accompagne d'une sensibilité à certaines 

souches bactériennes responsables d'infections respiratoires en particulier Pseudomonas 

aeruginosa et Staphylococcus aureus. 

Dans la mucoviscidose, le gène codant pour la protéine CFTR (cys tic fibrosis 

transmembrane conductance regulator) est anormal. L'anomalie la plus fréquente (70% des 

cas) est la délétion de trois nucléotides (mutation ~ F508) entraînant la disparition d'un acide 

aminé dans la protéine. La protéine CFTR est insérée dans la membrane apicale des cellules 

épithéliales et est impliquée dans le transport des ions chlorure. La physiopathologie de la 
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mucoviscidose est encore mal connue, en dépit de la découverte des mutations du gène CF, 

néanmoins, l'hypothèse admise serait que lorsque la protéine CFTR est mutée, le flux des ions 

chlorures vers la lumière des voies respiratoires est faible et l'absorption des ions sodium par 

l'épithélium est excessive [192]. Or la régulation de l'hydratation du mucus est contrôlée par 

l'absorption d'ions sodium et la sécrétion d'ions chlorure, une anomalie dans la protéine CFTR 

entraîne donc une déshydratation très importante du mucus s'accompagnant d'infections et 

d'obstruction bronchique sévère. L'anomalie génétique à l'origine de la mucoviscidose perturbe 

le fonctionnement de plusieurs autres organes, car différents conduits finissent par être 

obstrués par un mucus épais et visqueux : au niveau du foie, du pancréas, de l'intestin grêle, de 

l'appareil reproducteur et de la peau (la transpiration des personnes atteintes contient un excès 

de sel, on diagnostique la maladie en mesurant la concentration en ions chlorure dans la sueur). 

On observe chez les patients atteints de mucoviscidose des modifications qualitatives et 

quantitatives du mucus. Le taux d'hydratation des sécrétions bronchiques est diminué et la· 

viscosité augmente notamment en période de surinfection [44]. Dans la mucoviscidose, de 

nombreuses études ont porté sur la détermination de la structure glycannique des mucines 

bronchiques. Il a été montré une augmentation de la composante acide des chaînes 

glycanniques (sialomucines et sulfomucines), mais ceci a également pu être observé dans 

·d'autres bronchopathies chroniques de l'enfant [132]. Les chaînes glycanniques des mucines 

très diverses [29] constituent des sites potentiels de fixation des virus et bactéries au niveau de 

l'épithélium respiratoire [229]. La relative spécificité de l'infection bronchique dans la 

mucoviscidose EStaphylococcus aureus et surtout Pseudomonas aeruginosa) constitue le 

problème majeur auquel sont confrontés les malades et explique l'intérêt porté à l'étude des 

structures glycanniques des mucines. 

L'hypothèse d'une anomalie intrinsèque du mucus sécrété dans la mucoviscidose a été 

avancée et une particularité de la structure des mucines bronchiques sécrétées par ces malades, 

responsable de la spécificité de l'infection broncho-pulmonaire a été évoquée et recherchée. En 

effet, l'existence de sites récepteurs de Pseudomonas aeruginosa sur les mucines bronchiques 

humaines a été démontrée [ 180]. Des études ultérieures sont donc nécessaires pour savoir si la 

déshydratation du mucus est bien le seul facteur responsable de l'altération du système muco­

ciliaire et de l'infection. 
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2 - Maladies inflammatoires du tube digestif 

Des anomalies du mucus ont été décrites dans les maladies inflammatoires du 

tube digestif : la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn, qui sont des maladies 

chroniques, invalidantes, évoluant par poussées entrecoupées de périodes de rémission. 

a - la rectocolite hémorragique 

L'incidence de cette maladie est de 6 pour 100000. Les lésions atteignent 

le rectum et le côlon gauche. 30% des patients atteints subissent une colectomie totale. Les 

lésions atteignent la muqueuse et la sous-muqueuse avec diminution de la mucosécrétion par 

les cellules caliciformes [74]. L'épaisseur du mucus est quasiment nulle en zone ulcérée. Des 

études ont montré certaines modifications des mucines dans la rectocolite hemorragique : une 

augmentation des sialomucines (souvent associées à une muqueuse dysplasique) et une 

diminution de la sulfatation et de la 0-acétylation des sialomucines [53]. D'autre part, l'analyse 

par chromatographie d'échange d'ions a révélé l'effondrement de l'une des six fractions d'élution 

(appelée fraction IV) [ 170]. Ce résultat est néanmoins controversé [ 181]. L'étude des chaînes 

glycanniques a montré une diminution de longueur des glycannes à la fois dans la rectocolite 

hémorragique et dans la maladie de Crohn [37, 50]. Ces modifications biochimiques des 

mucines pourraient rendre la muqueuse plus vulnérable à la dégradation par les enzymes 

fécales [53], elles pourraient également modifier le spectre de la colonisation bactérienne [53]. 

b - la maladie de Crohn 

L'incidence de la maladie de Crohn varie de 1 à 6 pour 100000. C'est 

une maladie de l'adulte jeune. Elle peut atteindre n'importe quel segment du tube digestif avec 

une prédilection pour l'iléon terminal, le côlon et l'anus. La maladie de Crohn dure toute la vie. 

En l'absence d'étiologie reconnue, le traitement a pour but de traiter les poussées et d'éviter ou 

espacer les récidives. La mucosécrétion est préservée voire augmentée [179]. De même, 

l'histochimie des mucines montre un profil normal, cependant une augmentation des 

sialomucines serait en rapport avec le degré de gravité de la maladie [56]. 
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c- gastrite et ulcère 

La gastrite est due à l'inflammation et à l'ulcération de la muqueuse 

antrale. II s'agit d'une maladie chronique, douloureuse qui touche environ 10% de la population 

des pays industrialisés, elle est provoquée par la destruction localisée de cellules de la 

muqueuse corrélée à une sécrétion accrue d'HCI. Des études ont montré que la bactérie 

Helicobacter pylori joue un rôle majeur dans le développement des gastrites (dans 90% des 

cas), des ulcères mais aussi des adénocarcinomes de l'estomac [22]. Une lignée cellulaire 

humaine (HM02), cultivée en présence d'un extrait de milieu de culture d'Helicobacter pylor 

voit se réduire fortement la synthèse et la sécrétion de mucines, de plus, apparaissent des 

modifications dans la nature de leurs résidus glycanniques : les résidus de N­

acétylgalactosamine et fucose sont relativement augmenté alors que les résidus de glucosamine 

ne sont pas modifiés. Ces modifications à la fois quantitatives et qualitatives induites par 

Helicobacter pylori pourraient se révéler importantes dans la pathogénèse des gastrites et 

ulcères peptiques [81]. 

3- Cancers épithéliaux 

Dans les pays industrialisés, le cancer constitue la deuxième cause de mortalité, après 

les maladies cardio-vasculaires. 

Entre 1973 et 1992, le taux de mortalité par cancer a augmenté de 6,3%. 

L'OMS estime que le cancer tue dans le monde six millions de personnes chaque année. 

Cependant, durant cette période, la mortalité due à certains types de cancers a chuté nettement 

grâce aux progrès dans la détection précoce, dans les traitements et dans la prévention. 

Cependant, il est à noter que les cancers les plus malins restent les cancers affectant les organes 

mucipares : trachée, poumon, bronches, œsophage, côlon, rectum, prostate, sein, et ovaires 

(figure 1). 

Une étude réalisée par l'INSERM, en France, cible les douze cancers majeurs, dont 

neuf affectent les organes mucisécrétants. Ces données chiffrées justifient à elles seules les 

innombrables travaux relatant depuis trente ans l'étude des molécules caractéristiques des 

épithélia sécrétoires, dans le but de définir des marqueurs tumoraux utiles au diagnostic 
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(recherche dans le sérum de molécules ou d'épitopes typiques des cellules tumorales 

circulantes) et au pronostic (survie à cinq ans, indications thérapeutiques de chimiothérapie­

radiothérapie-chirurgie). 

Les mucines et en particulier leurs chaînes glycanniques, ont fait l'objet d'une recherche 

d'épitopes nouveaux en relation avec les perturbations des mécanismes de glycosylation 

observés dans les cellules tumorales, par exemple : Ag T et Tn, démasqués dans les cellules 

tumorales mammaires, Ag sialyl Tn dans les carcinomes de l'estomac et des ovaires [58, 212]. 

Des marqueurs sériques tumoraux communément utilisés en clinique sont issus de ces études 

(CA 15-3, CA 19-9). 

Depuis 1989, le clonage des apomucmes humaines ouvre un nouveau champ 

d'investigation : celui de la caractérisation des dérégulations d'expression des gènes 

d'apomucines. En effet, les travaux relatifs à la glycosylation se sont révélés trop complexes 

pour être rapportés à une spécificité d'organes et trop sujets à une variation inter-individuelle­

(structure glycannique et groupes sécréteurs/groupes sanguins), pour constituer des marqueurs 

spécifiques. 

L'étude des altérations des mucines synthétisées spécifiquement par les cellules 

épithéliales au cours des cancers épithéliaux pourrait permettre de déterminer des marqueurs 

biologiques de diagnostic, pronostic, suivi thérapeutique, surveillance de récidive ainsi que 

définir une population à risque à surveiller particulièrement. 

4 - Gynécologie 

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

le col utérin ( endocol), mais aussi en quantité moins importante dans l'endomètre. Le rôle 

important joué par le mucus dans la mobilité et viabilité des spermatozoïdes a été étudié in 

vitro. En dehors du rôle important joué par les mucines en pathologie tumorale de l'endocol et 

de l'endomètre, il est probable que des altérations de ce mucus puisse contribuer à certaines 

formes de stérilité ( endométriose) [ 69]. 
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III LES MUCINES 

Les principales macromolécules responsables de l'architecture tridimensionnelle du 

mucus sont représentées par les mucines. Elles conditionnent les propriétés physiques et 

rhéologiques du mucus (viscosité, élasticité et filance). Leur rôle dans les propriétés 

biologiques du mucus a été mis en évidence [187, 208]. 

A- FONCTIONS BIOLOGIQUES DES MUCINES 

1- Les mucines sécrétées 

Ce sont les mucmes qui confèrent au mucus ses propriétés physicochimiques 

caractéristiques, les fonctions du mucus et des mucines sont donc étroitement liées. 

On attribue aux mucines un certain nombre de fonctions biologiques [66]: 

- très hydrophiles en raison de leur haute densité en chaînes glycanniques, elles 

contribuent à maintenir une hydratation optimale du mucus respiratoire et le protègent contre 

J'évaporation au contact de l'air; 

- les glycannes sont considérés comme formant une mosaïque de récepteurs 

permettant par des mécanismes d'adhésion de piéger les microorganismes qui seront éliminer 

vers le pharynx grâce à l'activité mucociliaire. Ces molécules représentent donc un élément 

important de la défense de la muqueuse et du maintien de la stérilité de l'arbre 

trachéobronchique. Les mucines protègent également l'intestin contre la colonisation par des 

parasites et autres agents pathogènes grâce à certains résidus glycanniques qui favorisent le 

maintien de la flore naturelle (galactose et N-acétylgalactosamine); 
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- elles permettent la lubrification des muqueuses, elles assurent ainsi une 

protection mécanique lors de la progression du bol alimentaire et au cours de la digestion; 

- elles facilitent l'absorption des nutriments par les entérocytes au niveau 

intestinal et constituent donc une barrière sélective d'échange [208]; 

- elles protègent la muqueuse d'une dégradation protéolytique en particulier au 

niveau gastro-intestinal riche en activités enzymatiques et sucs gastriques au pH acide, les 

mu cines y exercent un pouvoir tampon [7]. 

2- Les mucines membranaires 

Ces glycoprotéines, contrairement aux mucines dites sécrétées, se trouvent ancrées 

dans la membrane apicale de nombreuses cellules épithéliales. 

C'est le clonage moléculaire des apomucines qui a permis leur découverte en 1988 

[82], les mucines étant considérées jusque là uniquement comme des molécules sécrétées. 

Cependant, elles présentent un certain nombre de caractéristiques biochimiques et 

fonctionnelles communes avec les mucines sécrétées d'où leur nom de« mucin-like »: 

a- caractéristiques biochimiques 

-leur masse moléculaire est très élevée : 250 à 500 kDa; 

- l'axe peptidique est riche en sérines et thréonines ; 

- les chaînes 0-glycanniques sont très nombreuses : 50% du poids moléculaire. 

b- caractéristiques fonctionnelles 

Elles assurent la fonction de protection cellulaire, en formant un film chargé 

négativement. Elles peuvent établir une barrière sélective entre la membrane plasmique et le 

milieu extracellulaire (hydrolases, pH acides) [105, 208]. De plus, elles semblent jouer un rôle 

de communication intercellulaire : elles pourraient intervenir dans l' organogénèse, la 
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reconnaissance et l'adhésion cellulaire [28]. Elles inhiberaient l'action cytotoxique des 

polynucléaires éosinophiles [ 103]. 

La "mucin-like" la plus étudiée chez l'homme est l'épisialine ou MUC 1, 

encore appelée PUM (peanut lectin binding urinary mucin), PEM (polymorphie epithelial 

mucin), MAM-6 (mammary antigenic mucin-6), PAS-O, EMA (epithelial membrane antigen), 

NPG (non-penetrating glycoprotein), antigène HMFG, DUPAN-2, Cal, antigène NCRCll, 

épitectine, SGA (antigène des glandes sébacées), antigène H23 ou antigène DF3. Elle est très 

exprimée dans la majorité des cellules épithéliales et surexprimée dans le cancer du sein et 

autres carcinomes. 

D'autres a-glycoprotéines membranaires de type mucine sont exprimées à la 

surface d'autres types cellulaires. Il s'agit de la glycophorine A et de la sialophorine appelée 

aussi leucosialine ou CD43. Ces deux sialoglycoprotéines sont très abondantes à la surface des 

érythrocytes et des leucocytes respectivement. La sialophorine empêche l'adhésion des 

leucocytes entre eux, ainsi que l'adhésion aux cellules endothéliales dans le torrent circulatoire. 

Elle module les interactions entre les lymphocytes B et T [161], de même, l'activation des 

monocytes ou des lymphocytes T [79]. Ce rôle biologique est en rapport avec des variations 

subtiles de la structure glycannique au cours des phénomènes d'activation et de différenciation 

des lymphocytes T [10, 123, 169]. 

D'autres 0-glycoprotéines membranaires de type mucine ont été caractérisées. 

Elles fonctionnent comme des ligands des sélectines: PSGL-1, MadCAM, CD34 [225]. 

3- Rôle des mu cines dans les cellules tumorales 

Dans les cellules épithéliales cancéreuses, on observe un augmentation de l'expression 

de la protéine MUC 1 qui recouvre alors toute la surface cellulaire. Cette surexpression entraîne 

une inhibition des interactions cellule-cellule et/ou cellule-matrice et favorise ainsi le processus 

de métastase [ 1 05]. De plus, les cellules tumorales expriment de nouveaux antigènes, absents 

dans les tissus sains. Les antigènes T et Tn qui sont impliqués dans l'adhésion des cellules 

tumorales aux cellules normales [207]. D'autres antigènes sont présents dans les cellules 



13 

tumorales, sialyl-Lea et sialyl-Le" qui sont des ligands pour des sélectines (P- et E- sélectines), 

molécules d'adhésion présentes à la surface des cellules endothéliales [19, 100]. Cette interaction 

cellule tumorale/paroi vasculaire facilite le processus de dissémination au cours des métastases 

[86]. 

Les mucines exprimées dans les cellules tumorales confèrent donc à ces cellules des 

propriétés différentes de celles des cellules normales : se déplacer, modifier leurs interactions 

habituelles. On ne sait pas encore si les mucines tumorales sont différentes des mucines normales 

ou si seuls les déséquilibres quantitatifs sont responsables de ces nouvelles propriétés. 

B- PROPRIETES BIOCHIMIQUES DES MUCINES 

1- Purification des mucines 

La purification des mucines natives a été un problème- majeur pour l'étude de leur 

structure bioichimique, elles interagissent fortement entre elles ainsi qu'avec les peptides et 

lipides environnants. La première étape est la solubilisation du mucus par différentes 

techniques : action de protéases, d'agents dissociants, destruction des ponts disulfures [187]. 

Les techniques les plus utilisées de fractionnement et de purification sont la gel­

filtration, la centrifugation sur gradient de densité et la chromatographie d'échange ionique, 

basées respectivement sur la taille, la densité et la charge des molécules [145]. 

Deux stratégies sont utilisées [208] : 

- les mucines peuvent être isolées sous des conditions non réductrices pour préserver 

les ponts disulfures entre les polypeptides qui sont présents dans le gel natif 

- les ponts disulfures peuvent être rompus, on isole ainsi des monomères. 
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La méthode la plus utilisée car donnant les meilleurs résultats (rendement et pureté) est 

la centrifugation sur gradient de densité en chlorure de césium 

Quelle que soit la technique utilisée, il faut donc s'assurer de l'absence de 

contaminations par des acides nucléiques, par des protéines ou des lipides liés de manière non 

covalente aux mucines, ou par des protéoglycannes de la matrice extracellulaire. De plus, des 

inhibiteurs de protéases sont ajoutés pour prévenir la dégradation des parties non glycosylées 

(N- et C- terminales) très sensibles à la protéolyse. 

A cause de ces interactions, de la difficulté d'isoler des mucmes intactes et des 

différentes techniques utilisées, l'estimation de leur masse moléculaire est très variable en 

fonction des auteurs (de quelques centaines de milles à plusieurs millions de daltons) 

(tableau 1). 

2- Structure des mucines 

Les mucines forment une famille de 0-glycoprotéines complexes et hétérogènes. Leur 

masse moléculaire est très importante. 

Elles se composent d'un squelette polypeptidique ( apomucine) sur lequel se greffent des 

chaînes oligosaccharidiques. 

L'étude de la structure des mucines est basée sur l'utilisation de deux méthodes : la 

réduction de ponts disulfures et la protéolyse [ 130]. 

Elles ont respectivement permis de montrer que : 

- les mucines sont constituées de sous-unités reliées entre elles par des ponts 

disulfures. La réduction des ponts disulfures entre les résidus de cystéine entraîne la disparition 

de la viscosité du gel de mucus [8]. 

Une exception est connue : les mucines sous-maxillaires bovines ne formeraient pas de 

ponts disulfures. 

- elles sont composées de domaines hautement glycosylés (résistants à la protéolyse) et 

de domaines "nus" ou non glycosylés (sensibles à la protéolyse). 



Auteur 

Creeth 
et coll. 
1977 
[54] 

Marshall 
et coll. 
1978 
[147] 

Sheehan 
et coll. 
1987 
[198] 

Thornton 
et coll. 
1990 
[213] 

Virmani 
et coll. 
1991 
[228] 

Sheehan 
et coll. 
1991 
[199] 

Mucine 

mucme 
respiratoire 
humaine 

mucme 
colique 
de porc 

mucme 
cervicale 
humaine 

mucme 
trachéale 
humaine 

mucme 
trachéale 
cam ne 

mucme 
respiratoire 
humaine 

Préparation 

- solubilisation enCsCl 
- ultracentrifugation en CsCl 

- gel filtration 
- ultracentrifugation à l'équilibre 
en CsCl 

exclusion en gel filtration 
Sepharose 2B 

- ultracentrifugation en 
de densité en GuCl 

- ultracentrifugation en gradient 
de densité en CsCVGuCl 
- chromatographie Sepharose 
CL2B 

- chromatographie Sepharose 

M.M. 
(daltons) 

3,3 à 7.106 

1.106 

6 à 24.106 

14 à 16.106 

CL 4B 11.106 

- ultracentrifugation en gradient 
de densité CsCl 

- extraction par centrifugation 
en GuCl 6M en présence 
d'inhibiteurs de protéases 3,2.1 06 

TABLEAU 1: Quelques exemples de masses moléculaires de mucines 

15 



16 

Deux modèles ont été proposés pour établir l'agencement spatial des sous-unités: 

a - le premier fut proposé par Allen et Snary, basé sur l'étude structurale des mucines 

gastriques de porc [6]. Il s'agit d'une représentation tétramérique en forme "d'ailes de moulin à 

vents ": chacune des 4 sous-unités comporte une région glycosylée et une région non 

glycosylée riche en cystéine formant des ponts disulfures reliant les quatre sous-unités à une 

protéine de liaison (figure 2). 

D'autres protéines de liaison ont été proposées pour les mucines intestinales de porc 

(90kDa) [143], de rat et pour les mucines humaines (118kDa) [73, 144]. Cependant, 

l'existence de ce peptide de liaison fait l'objet de controverses car il a été montré une 

homologie entre la protéine de 118 kDa et la fibronectine [204]. Toutefois, cette protéine de 

118 kDa pourrait correspondre à l'extrémité C-terminale d'une mucine de rat [238] et de la 

mucine humaine MUC 2 [95]. 

b - le second, défendu par Carlstedt et Sheehan [ 41] suggère une forme filamenteuse et 

linéaire où les monomères seraient reliées bout à bout par des ponts disulfures pour former un 

long filament. Chaque monomère comprendrait des zones glycosylées et non glycosylées 

(figure 3). 

Ce modèle est en accord avec l'étude structurale des mucines effectuées en microscopie 

électronique.En effet, l'analyse en microscopie électronique montre les mucines sous forme de 

longs filaments de taille variable (de 200à 4000 nm) [187, 200]. 
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chaînes oligosaccharidiques 

axe peptidiq e 
"nu" 

axe pepti5fique 
glycosyle 

protéine non glycosylée -------31 

(70 k:Da) reliant les 4 
sous-unités par des ponts 
disulfures 

Réduction 

1 
--+---------+-- SH 

sous-unité 520 k:Da 
protéine: 9,6% 
54 % Thr, Ser, Pro 

+ 
Qprotéine 
070000 

~ sous-unité 

Protéolyse 

\ 

Polymère 
2000 k:Da 
protéine: 14% 
40% Thr, Ser, Pro 

sous-unité 500 k:Da 
protéine: 6,4% 
70% Thr, Ser, Pro 

FIGURE 2 : Représentation schématique de la stmcture tétramérique en "moulin à vent" 
d'après Allen (mucine gastrique de porc) [6]. 
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FIGURE 3 : Représentation schématique de la structure linéaire d'après Carlstedt 

(mucine cervicale humaine) [ 41]. 
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3- Les glycannes 

a- les mucines neutres, acides et très acides 

Par chromatographie d'échange ionique, on peut fractionner les mucines en trois 

fractions principales en fonction de leur structures glycanniques [130] : 

-les mucines neutres (pauvres en résidus acides). 

-les mucines acides ou sialomucines (riches en résidus d'acide sialique). 

-les mucines très acides ou sulfomucines (riches en résidus sulfate). 

Les chaînes glycanniques protègent le squelette protéique d'une dégradation 

protéolytique et jouent un rôle important dans les caractéristiques biochimiques et 

fonctionnelles des mucines : grâce à cette diversité glycannique, il y a interaction entre les 

mucines et les microorganismes au niveau respiratoire, ce qui est primordial pour leur 

élimination et la défense de la muqueuse. Au niveau gastrointestinal, l'interaction 

mucines/souche symbiotique protège la muqueuse des infections par des agents pathogènes. 

b- les chaînes glycanniques 

L'étude de la structure des chaînes glycanniques est délicate car elle nécessite 

beaucoup de matériel. Dans le cas du mucus respiratoire, le matériel sain est inaccessible car le 

mucus entraîné par le système mucociliaire remonte jusqu'au pharynx où il est dégluti. Les 

analyses ont, de ce fait, été réalisées à partir de pools de mucines recueillies chez des sujets 

souffrant d'hypersécrétions bronchiques chroniques (mucoviscidose ou bronchite chronique). 
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Actuellement, les principales techniques utilisées pour cette étude sont : 

- la chromatographie liquide de haute performance (HPLC) qui permet une 

purification rapide des oligosaccharides; 

- la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(GC-MS); 

- la résonance magnétique nucléaire du proton à haut champ (H-NMR); 

- la spectrométrie de masse (F AB-MS) pour la détermination des structures. 

La modification post-traductionnelle majeure et typique des mucines est la 0-

glycosylation. 

Les chaînes oligosaccharidiques sont très diverses et représentent environ de 50 

à 80% de la masse moléculaire. Les 0-glycannes constituent un groupe important de glycannes 

qui a été découvert initialement dans les mucines d'où leur autre appellation de "glycannes de 

type mu cine". Dans cette famille, la liaison de la chaîne oligosaccharidique au peptide s'effectue 

par l'intermédiaire de l'hydroxyle de la thréonine ou de la sérine et la N-acétylgalactosamine. 

Cette liaison est labile à pH alcalin la distinguant ainsi de la liaison N-glycannique (entre un 

résidu de N-acétylglucosamine et un résidu d'asparagine) présente dans de nombreuses 

glycoprotéines sériques ou membranaires. 

Elles contiennent cinq sucres différents: 

-la N-acétylgalactosamine (GaiNAc); 

-la N-acétylglucosamine (GleNAc); 

- le galactose (Gal); 

- le fucose (Fuc ); 

-l'acide N-acétylneuraminique (NeuNAc) ou acide sialique. 

Des motifs peptidiques consensuels pour la 0-glycosylation n'ont pu être clairement mis 

en évidence comme ils ont pu l'être pour la N-glycosylation ou pour la 0-glycosylation des 

protéoglycannes ou du collagène [27, 88, 148, 178, 232]. 
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L'assemblage de ces cinq sucres conduit à une très grande hétérogénéité des chaînes 

différentes dans leur composition (plus d'une centaine), leur longueur (un à vingt sucres), leur 

acidité (neutres, acides ou très acides) [187] (exception : mucines sous-maxillaires bovines et 

porcines où un ou plusieurs de ces sucres sont absents). 

Les mucines peuvent contenir également des groupements sulfates ainsi que de faibles 

quantités de mannose (Man) qui supposent l'existence de quelques chaînes N-glycanniques. 

Les chaînes glycanniques des mucines comprennent trois parties (figure 4) : 

-le coeur ou noyau constitué de N-acétylgalactosarnine (GalNAc) lié à l'axe peptidique 

et le ou les deux sucre(s) fixé(s) sur cette GalNAc, sept coeurs différents ont été identifiés; 

- le squelette formé par l'addition linéaire ou branchée de deux types principaux d'unités 

disaccharidiques de type 1 : Galf3(1-3)-GlcNAc ou de type 2 : Galf3(1-4)-GlcNAc; 

- la périphérie représentée par les sucres qui viennent se greffer sur le squelette. Ce 

domaine est porteur des activités antigéniques reliées aux groupes sanguins (A, B, H, Lewis). 

La classification des chaînes glycanniques de type mucme est basée sur 

l'individualisation <le groupes sur les constructions séquentielles observées au cours des étapes 

de biosynthèse et appelés cores I, II, III, IV, V, VI et VIII, qui peuvent encore être allongés 

par l'addition d'autres sucres comme l'acide sialique [187, 190]. Cette classification en outre 

semble correspondre à l'existence de divers répertoires cellulaires d'expression des 

glycosyltransférases responsables de la biosynthèse des glycannes. En effet, les cores il et VIII 

sont représentés dans un nombre limité de cellules et de tissus [ 40]. 

c- diversité des glycosyltransjérases 

Les oligosaccharides diffèrent des autres polymères biologiques que sont les 

protéines et les acides nucléiques dans la mesure où ils sont assemblés selon des structures 

branchées faisant intervenir de nombreux types de liaisons chimiques. Etant donné la grande 

diversité des enzymes réalisant ces liaisons vis à vis du substrat donneur et de la structure 

acceptrice, et la complexité des structures glycanniques identifiées, le nombre de 

glycosyltransférases nécessaires est évalué à environ 100 à 200 [190]. 
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Une revue générale publiée en 1994 [190], recense le clonage d'une quarantaine de 

glycosytransférases de mammifères correspondant à une vingtaine de spécificités enzymatiques 

classées en quatre familles : galactosyltransférases, sialyltransférases, fucosyltrasférases et N­

acétylglucosaminyltransférases. Depuis 1993, une cinquième famille s'individualise, celle des N­

acétylgalactosaminyltransférases (GalNAc Tl à T4). 

Ces dernières enzymes sont responsables de l'étape-clé de la 0-glycosylation que 

constitue la première fixation de sucre à l'apomucine. 

Quatre enzymes ont été caractérisées et il apparaît clairement qu'une même apomucine 

puisse, sur un même site 0-glycosylable donné, recevoir selon les tissus, selon les types 

cellulaires d'un même tissu, selon l'état physiopathologique de la cellule, des structures 

glycanniques variables en terme d'initiation de la chaîne glycannique. Ceci également, en 

fonction de la régulation de l'expression et du fonctionnement d'un registre complexe de 

glycosyltransférases, les spécificités donneur-accepteur des enzymes peuvent être modulables 

selon l'état de stimulation cellulaire. 

Les gènes de glycosyltransférases commencent à être caractérisés. Il s'agit de familles 

de gènes en "cluster" sur une région chromosomique donnée (exemple : 9p13-21 pour les 

galactosyltransférases, chromosome 19 pour les fucosyltransférases) ou au contraire de gènes 

isolés "éparpillés" sur différents chromosomes (exemple des gènes GaiNAc Tl à T4 localisés 

sur les chromosomes 18q12-21, lq4.1-4.2, 2q24-31, 12q21.3q22). 

L'expression de ces gènes et le contrôle de leur transcription apparaissent complexes, 

sous la dépendance de promoteurs multiples tissu-spécifiques, produisant grâce à des 

mécanismes d'épissage alternatif, de signaux de début et fin de transcription différents, un 

nombre important d'isoformes. 



Fuc 

s 

Gal Nac 

al-3 

Gal 
al- 2 

JH-4 

JH- 4 

GleNAc 

~·-~ 
. GalNAc 

1 

0 
1 

1 

NeuAC périphérie 

a2 -3 

squelette 

f31- 3 

Gal 

/ ~1-3 coeur 

His - Ser - Thr - Pro - Ser - Phe axe peptidique 

FIGURE 4: Représentation schématique d'une liaison 0-glycosidique de mucine [52]. 
La liaison 0-glycosidique s'établit entre un acide aminé hydroxylé 
(sérine ou thréonine) et la N-acétylgalactosamine (GalNAc). 
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4- Les axes peptidiques 

a- Approche par la biochimie classique 

Les techniques classiques de biochimie utilisées jusqu'en 1989 pour déterminer 

les séquences protéiques : coupures spécifiques par des protéases et détermination de la 

séquence des peptides ainsi obtenus par la dégradation d'Edman, n'ont apporté que peu 

d'éléments sur la composition peptidique des mucines et n'ont permis d'obtenir que de très 

courtes séquences en acides aminés (inférieures à 30 acides aminés) [59, 70, 106, 185]. 

Divers problèmes directement liés à la structure des mucines ont été rencontrés : 

- l'étape de déglycosylation préalable à cette étude était délicate : une 

déglycosylation enzymatique était incomplète alors qu'une déglycosylation 

chimique plus efficace entraînait une dégradation de la partie protéique (coupure 

des résidus méthionine, hydrolyse acide) ; 

- les très nombreuses chaînes glycanniques masquent l'axe peptidique et limite 

1' accès des protéases ; 

- la richesse en acides aminés hydroxylés (sérine et thréonine) présents en 

quantité importante donne naissance, lors de la dégradation d 'Edman, à- des 

composés instables (dérivés phénylthiohydantoïnes) qui rendent l'interprétation 

impossible au delà de vingt cycles. 

Des études ont également porté sur 1 'estimation de la taille de la partie protéique. Cette 

analyse a été réalisée en immunoprécipitant les précurseurs peptidiques non glycosylés. Les 

résultats ainsi obtenus à partir de mucines bronchiques humaines ont montré une grande 

hétérogénéité de taille de ces précurseurs : 200 à 400 kDa pour les mucines bronchiques, 

confirmant la polydispersion de longueur des filaments de mucines observée en microscopie 

électronique [ 146]. 
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b -Approche par la biologie moléculaire 

Face à ces difficultés technologiques rencontrées dans l'étude de l'axe 

peptidique, plusieurs laboratoires ont développé des techniques de biologie moléculaire 

appliquées aux mucines. 

Toutes les stratégies employées comportaient les grandes étapes suivantes : 

- purification de mucines à partir d'un tissu sam, tumoral ou d'une lignée 

cellulaire ; 

déglycosylation chimique (par l'acide fluorhydrique ou l'acide 

trifluorométhane sulfonique) de ces mucines; 

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

déglycosylé ; 

- vérification de la qualité de l'anticorps par immunohistochimie ou par 

immunotransfert ; 

- construction d'une banque d'ADNe en vecteur d'expression (J..gtll) à partir 

des ARNm isolés de la muqueuse ou des cellules étudiées ; 

-criblage à l'aide de l'anticorps puis extraction et purification des clones positifs 

- détermination de la séquence nucléotidique puis déduction de la séquence 

peptidique ; 

- localisation chromosomique ; 

- étude du profil d'expression (Northern blot et Hybridation in situ, sur tissus 

sains et pathologiques) ; 

- clonage et étude des gènes. 

Cette stratégie a permis l'obtention de séquences d'ADNe de mucines humaines et 

animales, et de mucin-like. A ce jour, huit ADNe différents de mucines humaines sont connus; 

pour six d'entre-eux, il ne s'agit encore que de séquences partielles. Ils correspondent à huit 

gènes distincts et ont reçu le symbole MUC dans la nomenclature internationale: MUC 1, 

MUC 2, MUC 3, MUC 4, MUC SAC, MUC SB, MUC 6 et MUC 7. 
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LES MUCINES MEMBRANAIRES 

MUCl 

Des anticorps dirigés contre l'axe peptidique de la protéine MUC 1 (SM-3, HM:G-1, 

HMG-2, DF-3, H23) ont été utilisés pour cribler une banque d'expression en vecteur Â.gtll 

réalisée à partir de cellules de cancer du sein (lignées cellulaires T74D et BT20) [83]. Une 

séquence très homologue a été trouvée à partir d'une banque de cancer du pancréas (cellule 

HPAF)[135]. 

L'ADNe a été entièrement séquencé [234], la protéine est constituée de plusieurs 

domaines. Le domaine N-terminal est composé du peptide signal et de séquences répétées 

dégénérées. Un grand domaine central agencé en séquences répétées (40 à 90 fois) de 60 

nucléotides (20 acides aminés). Un domaine C-terrninal est lui aussi composé de séquences 

répétées dégénérées, d'une séquence" mucin-like" unique, une région transmembranaire de 31 

acides arnimés puis un domaine intracellulaire de 69 acides aminés (qui pourrait interagir avec 

le cytosquelette). Le domaine répétitif central est riche en sérine (10%), thréonine (15%) et 

praline (25%) et est donc riche en sites 0-glycosylables. Il contient également cinq sites 

potentiels de N-glycosylation. 

LES MUCINES GASTRO-INTESTINALES 

MUC2 

L'ADNe a été isolé en 1989, par immunocriblage d'une banque d'expression réalisée à 

partir de la lignée tumorale colique LS174T [91, 95, 96, 215]. Trois clones (SMUC 40, SMUC 

41 et SMUC 42) ont été isolés, purifiés et séquencés. Des études ultérieures utilisant la 

combinaison de diverses techniques (PCR, RACE-PCR, anchored PCR) ont permis l'obtention 
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d'un ADNe complet de MUC 2 [96]. Sa taille est de 15563 nucléotides, ce qui correspond à 

un axe peptidique d'environ 5100 acides aminés. 

D'un point de vue structural, MUC 2 est constitué de trois régions: une région N­

terminale unique, une région centrale et une région C-terminale unique (figure SA). 

La région centrale est composée de deux domaines répétitifs de tailles inégales. Le plus 

grand est constitué d'une séquence de 23 acides aminés (69 nucléotides) répétée le plus 

souvent une centaine de fois (le nombre de répétitions varie en fonction des individus, il est 

compris entre 50 et 100); ces répétitions sont homologues à 90%. Si 78% des thréonines 

étaient glycosylées [3 5], ce domaine contiendrait 1000 sites potentiels de 0-glycosylation 

(figure SB). Le second domaine, plus petit, situé en 5' du premier, comporte 347 acides 

aminés ( 1041 nucléotides), riches en sérine, thréonine et praline organisés en séquences 

répétées de 16 acides aminés (48 nucléotides) en moyenne. De part et d'autre de ce petit 

domaine se trouvent deux séquences riches en cystéine retrouvées dans le clone HGMl et deux 

fois dans le clone JER 47 (ces 2 clones d'ADNe partiels font partie du gène MUC SAC). 

La région N-terminale comporte trois domaines D homologues aux domaines Dl, D2 

et D3 du prépro-facteur de von Willebrand (figure SA). 

La région C-terminale quant à elle, possède un domaine fortement homologue au 

domaine D4 du prépro-facteur de von Willebrand et possède 18 sites potentiels de N­

glycosylation [95]. 

Ces domaines D montrent également de fortes homologies avec des mucines animales : 

mucines sous-maxillaires de bœuf et de porc, mucine tégumentaire de grenouille (FJM-B.l) 

ainsi qu'avec la protéine Mue 2 du rat. Les domaines D du facteur de von Willebrand jouent un 

rôle dans son oligomérisation, son empaquetage dans des grains de sécrétion. Ce facteur 

dimérise dans le réticulum endoplasmique, forme des trimères ou multimères dans l'appareil de 

Golgi [96]. Or, des études réalisées sur les mucines gastriques de rat ont mis en évidence la 

formation de dimères et multimères dans le réticulum endoplasmique juste après la synthèse du 

peptide [62, 200]. La protéine MUC 2 serait capable de se dimériser grâce à la séquence Cys­

X-X-Cys qui semble être impliquée dans la formation de ponts disulfures [96]. Les homologies 

de séquences entre la protéine MUC 2 et la protéine de von Willebrand suggèrent une voie de 

biosynthèse semblable. 
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MUC3 

MUC 3 a été découvert en 1990, par criblage d'une banque d'expression de muqueuse 

jéjunale avec un anticorps polyclonal dirigé contre des mucines intestinales déglycosylées. 

Deux clones (SIB 124 et SIB 139) ont été isolés et séquencés [92]. 

A nouveau, on observe une organisation de domaines répétés en tandems : il s'agit 

d'une séquence de 51 nucléotides (17 acides aminés) riche en sérine et thréonine (71 %), ainsi 

qu'en proline (6%). De plus, une région contenant des séquences « EGF-like » a été mise en 

évidence [32]. Contrairement à celui de MUC 2, l'ADNe de MUC 3 n'est pas connu 

entièrement. 

MUC6 

En 1993, le criblage d'une banque gastrique a été entreprise à l'aide de deux anticorps 

polyclonaux dirigés contre des mucines gastriques déglycosylées : anticorps anti-mucines 

antrales (A-HF) et anticorps anti-mucines fundiques (F-HF) [216]. Le clone ADNe obtenu est 

constitué d'un grand domaine répété en tandems qui s'étend sur 507 nucléotides (169 acides 

aminés), il s'agit du plus grand domaine répétitif de mucines publié à ce jour. Il est riche en 

thréonine (31%), en sérine (18%) et en proline (15%). 

Récemment au congrès de l'AGA 1996 [217], un autre clone a été présenté, non 

répétitif qui correspondrait à l'extrémité C-terminale de MUC 6. Il comprend 1718 nucléotides 

et est composé d'un domaine codant de 1083 nucléotides (361 acides aminés), suivi d'une 

région 3' non codante de 632 nucléotides. La partie codante est subdivisée en deux régions : 

une région de 270 acides aminés riche en sérine, thréonine et proline (62%) et une région de 91 

acides aminés riche en cystéine (12%). La position des 11 résrdus de cystéine est conservée 

comme dans MUC 2, MUC SAC, MUC SB et le préprofacteur de von Willebrand. 
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LES MUCINES TRACHEO-BRONCHIQUES 

En 1989, notre laboratoire a isolé vingt clones à partir d' une banque d'expression de 

muqueuse trachéobronchique grâce à un anticorps polyclonal préparé contre des mucines 

respiratoires humaines (déglycosylées par l'acide trifluorométhane sulfonique) et ayant la 

particularité de contenir un mélange équilibré de mucines neutres, sialylées et sulfatées [55]. 

Après séquençage et localisation chromosomique, ces clones ont été classés en quatre familles 

d' ADNe différents : MUC 4, MUC SA, MUCSB et MUC 5C. Ces trois derniers ayant des 

séquences nucléotidiques différentes mais localisés sur le même chromosome ont reçu le 

symbole unique de MUC S. Un travail réalisé au laboratoire auquel nous avons participé avant 

d'entreprendre ce travail de thèse, a permis de montrer l'appartenance de MUC SA et MUC 5C 

au même gène, appelé dorénavant MUC SAC, alors que MUC SB est un gène différent [98]. 

MUC4 

L'ADNe de MUC 4, JER 64, n'est que partiellement connu, quatre types de séquences 

répétitives ont été découvertes. La première codante est composée d'une région de 48 

nucléotides (16 acides aminés) répétées 39 fois, riche en sérine et thréonine (50%) donc sites · 

potentiels de 0-glycosylation [172]. La seconde, en 3' de la première, est constituée d'une 

séquence répétée de 1S nucléotides (5 acides aminés) parfaitement conservée. Les deux autres 

sont en cours de caractérisation. 

MUCSAC 

Plusieurs clones ont été étudié dont JER 47 et JER 58. Le clone JER 58 (0,8 kb) est 

caractérisé uniquement par une séquence répétée de 24 nucléotides (8 acides aminés). Le clone 

JER 47 (1,4 kb) est composé de deux séquences répétées de 24 nucléotides suivies par un 

domaine de 130 acides aminés riche en cystéine, ce domaine contient les peptides TR-3A et 

TR-3B [185], puis 21 séquences répétitives de 24 nucléotides interrompues par un second 

domaine de 130 acides aminés riche en cyctéines (contenant également les peptides TR-3A et 

TR-3B) et se termine par 4 autres séquences répétitives de 24 nucléotides (figure 6) 
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1 Lys Thr Ser Thr Ser His Val Ser 
9 Ile Ser Lys Thr Thr His Ser Gin 

17 Pro Val Thr Arg Asp ~His Leu Arg ~Thr Trp Thr Lys Trp Phe 

A~ Val ASJ2 Phe Pro Ser Pro Glv Pro His Gll: Gll: A~ Ll:s Glu Thr 
49 Tyr Asn Asn Ile Ile Arg Ser Gly Glu Lys Ile ~Arg Arg Pro Glu 

Glu Ile Thr Arg Leu Gin H!]Arg Ala Glu Ser His Pro Glu Val Ser 
81 .lle. .Gl.Jl ..His • Leu. Gly Gin Val Val Gin l§iJSèr- ArgGhi' GluGly ieü" 

Val ~Arg A sn Gin Asp Gin Gin Gly Pro Phe Lys Met ~Leu Asn 
113 Tyr Glu Val Arg Val Leu ~~Glu Thr Pro Lys Gly ~Pro Val 

Thr Ser Thr Pro Val Thr Ala Pro Ser Thr Pro Ser Gly Arg Ala Thr 
Ser Pro Thr Gin Ser Thr Ser Ser Trp Gin 

Lys Ser Arg Thr Thr Thr Leu Val 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro 
Gin Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro 
Gin Thr Ser Ile Ser Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr Ser Ser Thr Ile Ser Arg Al a 
Thr Thr Ser Ile Ile Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Phe Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Thr 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr Thr Ser Thr Thr Ser Thr Pro 
Gin Thr Ser Lys Thr Ser Al a Al a 
Thr Ser Ser Thr Thr Ser Gly Ser 
Gly Thr Thr Pro Ser Pro Val Thr 
Thr Thr Ser Thr Al a Ser Val Ser 
Lys Thr Ser Thr Ser His Val Ser 
-val Ser Lys Thr Thr His Ser Gin-

315 Pro Val Thr Arg Asp !Cys 1 His Pro Arg ~Thr Trp Thr Lys Trp Phe 
Asp Val Asp Phe Pro Ser Pro Gly Pro His Gly Gly Asp Lys Glu Thr 

347 Trr Asn Asn Ile Ile Arg Ser Gly Glu Lys Ile §îjArg Arg Pro Glu 
Glu Ile Thr Arg Leu Gin ~ Arg Ala Lys Ser His Pro Glu Val Ser 

379 Ile Glu His Leu Gly Gin Val Val Gin ·wer- His Glu Glu-Gly ieü'" 
Vat -tSi)Arg • Asn- Gin Asp Gin Gin Gly Pro Phe Lys Met ~Leu Asn 

411 Tyr Glu Val Arg Val Leu ~~Glu Thr Pro Lys Gly Pro Val 
Thr Ser Thr Ser Val Thr AJa Pro Ser Thr Pro Ser Gly Arg Ala Thr 

Ser Pro Thr Gin Ser Thr Ser Ser Trp Gin 
Lys Ser Arg Thr Thr Thr Leu Val 
Thr Ser Ser Ile Thr Ser Thr Thr 
Gin Thr Ser Thr Thr Ser Al a Pro 
Thr 

TR3A: 
TR3B: ----
FIGURE 6 : Séquence peptidique déduite de l'ADNe JER 47 appartenant au gène 

MUC 5AC: la région répétitive de 8 AA est interrompue par 2 domaines 
riches en cystéine [98]. 
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MUC SAC a donc une structure composée de séquences répétées de 24 nucléotides 

alternées avec des domaines riches en cystéine. Ce domaine riche en cystéines a été retrouvé à 

deux reprises dans MUC 2 : un localisé entre le domaine D3 et la région répétitive riche en 

thréonine, sérine et praline et le second localisé entre la région riche en thréonine, sérine et 

proline, et le grand domaine répétitif de 23 acides aminés. 

A part notre laboratoire, d'autres équipes ont publié des séquences partielles d'ADNe 

deMUC SAC: 

Une autre séquence d'ADNe, le clone NP3a (3168 nucléotides) contenant les peptides 

TR-3A et TR-3B a également été publiée et rapportée à MUC SAC [1S1]. Ce clone a été 

obtenu à partir d'une banque d'ADNe de polype nasal criblée avec une sonde réalisée par 

P.C.R. La séquence des oligonucléotides-amorces de la P.C.R. a été déterminée après 

purification de mucines respiratoires d'un patient asthmatique et séquençage des peptides ainsi 

obtenus. Le clone NP3a est riche en sérine, thréonine (18%} et cystéines (8%). Les cystéines 

sont réparties dans la séquence de 1 OS6 nucléotides. Il ne contient pas les séquences consensus 

de 24 nucléotides mais une séquence TTVGP/S répétée cinq fois et une séquence 

GQCGTCTN. Une séquence riche en cystéine (8,2%) est homologue à des séquences trouvées 

dans MUC 2 et MUC SB, l'homologue de MUC 2 chez le rat (MLP), la mucine bovine sous­

maxillaire (BSM), la mucine sous-maxillaire de porc (PSM) et le prépro-facteur de von 

Willebrand. Ce clone NP3a représenterait l'extrémité C-terminale de MUC SAC. 

Le clone ADNe L31 a également été rapporté à l'extrémité C-terminale de MUC SAC 

[139]. Il a été isolé à partir d'une banque d'expression de cellules HT-29 MTX, lignée cellulaire 

de cancer du côlon résistante au méthotrexate 10-6 M et exprimant des mu cines de type 

gastrique. Un anticorps polyclonal dirigé contre les mucines gastriques normales a été utilisé 

pour le criblage. L31 présente une forte homologie avec NP3a au niveau nucléotidique 

(98,6%). Cependant, l'homologie en séquence peptidique est plus faible à cause de 

changements de cadre de lecture répartis sur 4 petites séquences. Plusieurs hypothèses sont 

avancées pour expliquer ces différences, elles seraient dues à un polymorphisme 

interindividuel, à un épissage alternatif L31 code pour une protéine de 1042 acides aminés 

riche en cystéine (9,2%) et comprenant le domaine D4 retrouvé dans vWF, MUC 2 et MUC 

SB. 

Enfin, un dernier clone ADNe correspondant cette fois-ci à à l'extrémité N-terminale de 

MUC SAC a été publié [127]. Le clone HGM-1 a été obtenu à partir d'une banque d'estomac 

humain criblée avec un oligonucléotide. La séquence de l'oligonucléotide a été déterminée 
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après purification de mucmes gastriques humaines et séquençage des peptides obtenus. 

L'ADNe est constitué de 4 domaines riches en cystéine dont un est homologue au domaine D 

retrouvé dans vWF, MUC 2 et MUC SB. Ces domaines sont séparés par 3 petites séquences 

non répétitives riches en sérine et thréonine. 

Comme il a été spéculé pour MUC 2, il semble que ces régions riches en cystéine 

retrouvées dans L31, NP3a et HGM-1 et homologues au prépro-facteur de von Willebrand 

soient impliquées dans la polymérisation des mucines trachée-bronchiques par des ponts 

disulfures [127, 151]. 

Ces 4 clones partiels : HGM-1 (extrémité N-terminale ), JER 47 et L31/NP3a 

(extrémité C-terminale ), grâce à leurs homologies avec MUC 2, MUC SB et vWF permettent 

d'ébaucher la structure de l'ADNe de MUC SAC (figure 7). Cet alignement met en évidence 

une structure de MUC SAC beaucoup plus proche de celle de MUC SB que celle de MUC 2. 

MUC5B 

MUC SB a été caractérisé par le clone JER 57 (1,83kb) [12, 68]. 

La région centrale de 3570 acides aminés (10713 nucléotides) est constituée de "super" 

domaines de 528 acides aminés répétés 4 fois (UpA à UpD), ils sont constitués de 11 

répétitions irrégulières de 29 acides aminés (87 nucléotides) riches en sérine (15%), thréonine 

(37%) et proline (11 %), d'un sous-domaine de 111 acides aminés unique mais riche en sérine, 

thréonine et alanine et d'une région de 108 acides aminés riche en cystéine (10 résidus de 

cystéine). Ces régions riches en cystéine sont retrouvés 2 fois dans MUC 2 et au moins 6 fois 

dans MUC SAC [6S] (figure 7). 

La région N-terminale comporte 3 domaines homologues aux domaines D du prépro­

facteur de von Willebrand. Ces 3 domaines sont présents dans MUC 2. 

La région C-terminale est elle aussi homologue au prépro-facteur de von Willebrand 

(domaine D4) retrouvée également dans MUC 2 et MUC SAC. 



34 

KRS 

PrePro-vWF 
PS Dl D2 D3 Al A2A3 D4 Bl-30-2 

pro-peptide vWF 

c c 

PS Dl D2 D3 Domaine répétitif D4 

cc c c c c c 

MUCSB 

cc c 
( 1 

MUC SAC fl!liiliiilllll ~ 
D3 D4 

1 PS :peptide signal - domaine répétitif riche en acides aminés 
hydroxylés typique deMUC 2 

c 
1 

domaines homologues aux domaines 0 
du vWF (Dl, 02, 03 et D4) 

domaine riche en cystéil1e C 10%) 

1 UpA--d "super"domaine répétitif 

Il 

domaine répétitif riche en acides aminés 
hydroxylés typique deMUC 5AC 

domaine répétitif riche en acides aminés 
hydroxylés typique deMUC 5B 

FIGURE 7 : Représentation schématique des homologies de stn1cture entre le prépro-facteur 
von Willebrand (vWF) et les apomucines codées par les gènes localisés en 
llpl5: MUC 2, MUC 5B etMUC 5AC. 
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pAMl 

Récemment, une nouveau clone issu d'une banque de trachée humaine criblée avec un 

anticorps polyclonal dirigé contre des mucines trachéo-bronchiques déglycosylées a été publié 

[195]. L'ADNe pAM1 est composé de séquences répétitives de 41 nucléotides, codant pour un 

peptide répétitif non parfait, suivies d'une région 3' non codante de 49 pb et code pour un 

peptide de 313 acides aminés (941 nucléotides). II a été localisé sur le chromosome 12 en 

q24.3 Son profil d'expression n'est pas connu. Son rattachement à la" famille MUC" semble 

controversé [224] et n'a pas encore été réalisé. 

LES MUCINES SALIVAIRES 

MUC7 

Avec MUC 1 et MUC 2, MUC 7 est le troisième ADNe de mucme entièrement 

séquencé [23]. Deux types de mucines salivaires ont été purifiées, de haut et de bas poids 

moléculaire: MG1 et MG2 respectivement [176]. MUC 7 a été isolé à partir d'une banque dè 

mucines salivaires criblée par un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine MG2 

déglycosylée [23]. MUC 7 est une petite mucine. L'ADNe de 2350 nucléotides code pour une 

protéine de 377 acides aminés (1131 nucléotides, 39 kDa) et contient une région de 6 

répétitions de 23 acides aminés presque parfaits riches en sérine (12%), thréonine (17%) et 

praline (21 %). La partie N-terminale (164 acides aminés) contient une région hydrophobe de 

20 acides aminés qui correspond probablement au peptide signal. Les deux résidus de cystéine 

présents dans la région codante, en amont du domaine répétitif seraient impliquées dans la 

formation de ponts intramoléculaires plutôt qu'intermoléculaires- qui eux sont rencontrés dans 

les autres mucines sécrétées, puisque la protéine MUC 7 n'existerait que sous la forme de 

monomères . La partie C-terminale est une séquence type « mucin-like » de 75 acides aminés, 

riche en sérine et thréonine (33%) ainsi qu'en praline (9%). Cinq sites potentiels de N­

glycosylation ont été trouvés, quatre se trouvent dans la partie N-terminale et un dans la partie 

C-terminale. 
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Gènes Longueur de la région répétée Séquences consensus Ref. 
en pb en AA 

MUC 1 60 pb 20AA GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP 83 

MUC2 69 pb 23 AA PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT 91 

MUC3 51 pb 17 AA HSTPSFTSSITTTETTS 92 
-

MUC4 48 pb 16AA TSSASTGHA TPLPVTD 172 

MUC SAC 24 pb 8AA TTSTTSAP 12,98 

MUCSB 87 pb 29AA ATGSTATPSSTPGTTHTPPVLTT 12,65 
TATTPT 

MUC6 507 pb 169AA AASPFSSTGPMTATSFQTTTTYPT 216 
PSHPQTTLPTHVPPFSTSLVTPSTG 
TVITPTHAQMA TSASIHSTPTGTIP 
PPTTLKA TGSTHTAPPMTPTTSGT 
SQHAHSSFSTAKTSTSHSHTSSTH 
HPEVTPTSTTTITPNPTSTGTSTPV 
AHTTSATSSRLPTPFTTHSPPTGS 

MUC7 69pb 23AA TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE 23 

TABLEAU 2: Caractéristiques des séquences consensus répétitives des différentes mucines 
humaines. 

--

Les sites potentiels de 0-glycosylation sont représentés en caractères gras 
(acides aminés hydroxylés : sérine et thréonine) 
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5- Biosynthèse des mucines 

Les mucines sont synthétisées et sécrétées par des cellules spécialisées de la muqueuse : 

les cellules caliciformes. 

Ces cellules ont un réticulum endoplasmique rugueux (RER) concentré dans la partie 

basale. L'appareil de Golgi est bien développé ce qui correspond à une activité importante de 

glycosylation. 

Ces cellules sont polarisées et caractérisées par la présence de granules de sécrétion au 

pôle apical. 

Un certain nombre d'incertitudes demeurent quant à la séquence et à la localisation des 

événements de biosynthèse des mucines en particulier sur le nombre de compartiments 

impliqués dans la 0-glycosylation dans l'appareil de Golgi et sur la possibilité d'événements 

précoces dans le réticulum endoplasmique [149]. 

La biosynthèse des mucines comprend plusieurs étapes dont l'ordre serait : 

• N- glycosylation 

• oligomérisation 

• 0- glycosylation 

• stockage intracellulaire 

• sécrétion 

a-N- et 0- glycosylations 

Le précurseur peptidique ( apomucine) est synthétisé par les ribosomes associés au RER 

puis se retrouve dans la lumière du RER (probablement par clivage du peptide signal) où il est 

N-glycosylé. Au cours de cette étape, est ajouté un oligosaccharide riche en mannose à un 

résidu d'asparagine par un lipide donneur (dolichol). Pour que l'asparagine soit glycosylée, elle 

doit être comprise dans la séquence consensus Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr (où X représente 

n'importe quel acide aminé excepté la pro li ne ou l'acide aspartique) [208]. 
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Après les premières étapes de la N-glycosylation dans le RER, la mucme est 

transportée vers l'appareil de Golgi. Les chaînes glycanniques N-liées sont modifiées et grâce à 

une série de glycosyltransférases, la protéine est 0-glycosylée, le premier sucre ajouté est la N­

acétylgalactosamine sur un résidu sérine ou thréonine suivi d'un nombre variable Gusqu'à vingt) 

de résidus glucidiques supplémentaires. 

Aucune séquence consensus de 0-glycosylation n'est connue, cependant un résidu de 

praline à proximité des résidus de sérine ou thréonine faciliterait l'accès à la N­

acétylgalactosamine transférase [232]. 

Enfin, des quantités variables de résidus d'acide sialique et de sulfate sont ajoutées. 

On obtient ainsi des mucines très hétérogènes dans leur structure et dans leur charge, 

caractéristiques importantes pour les propriétés des mucines. 

b- Formation d'oligomères 

La grande majorité des mucines sécrétées forment des oligomères (exception 

supposée : les mucines sous-maxillaires dont MUC 7). 

Les mécanismes de cet assemblage ne sont pas encore parfaitement élucidés mais il 

semble qu'il y ait de fortes similitudes avec l'oligomérisation du facteur de von Willebrand 

(vWF) puisque plusieurs apomucines ont révélées de fortes homologies par leurs régions N- et 

C- terminales aux domaines D du vWF. Ces domaines D interviennent dans la dimérisation 

avec une réaction entre les extrémités C-terminales grâce à l'établissement de ponts disulfures 

[233]. 

Cette dimérisation a lieu dans le réticulum endoplasmique pour ensuite s'oligomériser 

par leurs extrémités N-terminales grâce à des ponts disulfures dans les compartiments du trans­

Golgi. 

Cette conformation est stabilisée par des ponts disulfures intramoléculaires. Ces 

liaisons seraient établies grâce à une enzyme particulière contenue dans le RER. 



39 

Il a été montré que la présence de liaisons N- glycanniques est indispensable à 

l'oligomérisation et que l'oligomérisation a lieu avant la 0-glycosylation [11, 62, 126]. 

De plus, l'oligomérisation précède le transport vers l'appareil de Golgi. La taille finale 

de l'oligomère est déterminée dans le RER par le nombre de sous-unités liées les unes aux 

autres. 

c - Transport intracellulaire et sécrétion 

Lorsque la biosynthèse est achevée, les mucines sortent de l'appareil de Golgi (réseau 

trans-golgien) sous forme de vésicules ou granules de sécrétion qui se forment par 

bourgeonnement à partir du Golgi. 

Les mucines sont alors empaquetées, condensées (phénomène visible par augmentation 

de la densité en microscopie électronique), et stockées dans ces vésicules du côté apical de la 

cellule. La charge négative des mucines joue un rôle important dans ce stockage, les mucines 

forment des complexes avec des ions calcium présents en grande quantité dans les granules 

[208]. 

La sécrétion est la libération des mucines par exocytose, par fusion des vésicules de 

sécrétion avec la membrane plasmique apicale. Ce phénomène est contrôlé par la stimulation 

vagale et les agents cholinergiques. La prostaglandine E2 augmente également la sécrétion de 

mucus [208] : une augmentation transitoire de la concentration de calcium intracellulaire en 

réponse à une stimulation provoquerait l'exocytose. 

Dès l'exocytose, les mucines sont instantanément hydratées, leur volume augmente de 

quatre cents à six cents fois par rapport au volume condensé dans le granule en quelques 

millisecondes. Cette augmentation de volume est dûe à des répulsions électrostatiques entre les 

charges négatives des mucines qui vont former un gel de mucus hydraté. 

C'est parce que les vésicules matures sont remplies de façon aussi dense que les cellules 

pourront sécréter rapidement de grandes quantités de mucus par exocytose. 
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6- Histochimie des mucines 

L'étude de l'histochimie des mucines est importante pour la compréhension du profil 

mucipare normal caractéristique des glycannes de la muqueuse. Dans certaines pathologies des 

changements quantitatifs et qualitatifs affectant ce profil ont été observés [ 1 04]. Les mu cines 

sont ainsi détectées dans les cellules caliciformes, cellules spécialisées de l'épithélium, et dans 

les cellules sous-muqueuses des glandes des tractus respiratoire, digestif et génital. 

a-Principe 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour identifier les différents types 

histochimiques de mucines. Le principe général est la formation d'une réaction colorée au 

niveau des cellules épithéliales mucosécrétantes [25, 130]. 

b- Principaux types histochimiques de mucines 

Cette classification est basée sur la nature des chaînes oligosaccharidiques 

latérales. On distingue : 

- les mucines neutres, comportant des radicaux hexose, constituées 

principalement des fucomucines. 

- les mucines acides, le caractère acide est lié au degré de sialylation et de 

sulfatation des chaînes oligosaccharidiques, on distingue ainsi deux groupes : 

• les mucines acides, riches en résidus d'acide sialique ou sialomucines 

dont certaines sont sensibles (N-acétylées) et d'autres résistantes (0-acétylées) à la digestion 

par la neuraminidase. 

.Jes mucines très acides, riches en résidus sulfate ou sulfomucines. 

- --- _,.. 
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c -Méthodes histochimiques 

Elles sont réalisées à partir de biopsies ou de pièces opératoires fixées. 

- les mucines neutres sont mises en évidence par la réaction à l'acide periodique-

Schiff (PAS). 

- les mucines acides sont révélées par le bleu alcian (BA). La distinction entre 

les sialomucines et les sulfomucines est réalisée en faisant varier le pH du bleu alcian. 

On utilise aussi des réactions histochimiques combinées qm permettent 

d'identifier sur une même coupe les différentes catégories de mucines. 

7- Les mucines animales 

Plusieurs mucmes animales ont été caractérisées et sont présentées dans le 

tableau 3. 

On observe une homologie importante entre une mucine humaine et son homologue 

chez l'animal au niveau des séquences N- et C- terminales, alors que l'homologie est faible au 

niveau des séquences répétées d'une espèce à une autre. 

L'homologue MUC 1 chez la souris montre une homologie importante dans les 

domaines membranaires et cytoplasmiques (87%) suggérant le rôle important de ces deux 

domaines, alors que les séquences répétitives ne montrent que 34% d'homologie [206, 230]. 

De la même façon, MUC 2 humain et Mue 2 de rat sont fortement homologues dans leurs 

régions non répétitives (80% pour la partie N-terminale et 89% pour la partie C-terminale) et 

très peu dans leurs séquences répétitives [93, 96, 160, 237]. 

Les gènes de mucines animales homologues à MUC 3, MUC 4, MUC SB, MUC 6 et 

MUC 7 n'ont pas encore été identifiés. Cependant, un second gène de mucine intestinale chez 

le rat a été découvert et pourrait être relié au gène MUC 3 humain [121]. 



Espèce 
animale 

souris 

rat 

rat 

souns 

rat 
rat. 

chien 

porc 

bœuf 
bœuf 

xénope 

xénope 

xénope 

ADNe 

Mue-l 

:MLP l 
rMuc2 J 

RMUC176l 
M2 J 

Muc5ac(MGM) 

RAM7S 
RSGM 

CTM 

PSM 

PGM-2A9B 

BSM 
pGBM7-1 

FIM-A.l 

FIM-B.l 

FIM-C.l 

Taille de la 
répétition 

20-21 AA 

11-12 AA 

6AA 

16 AA 

7-12 AA 
13AA 

non répétitif 
riche en T,P, 
S,G,A 

81 AA 

16AA 

non répétitif 
127 AA 

9 et 4 AA 

Il AA 

8AA 
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Séquence 
consensus 

Homologue Ref. 
humain 

MUCl 206,230 

MUC2 238 
236 

TTTPVD 93 
121 

QTSSPNTGKTSTISTT MUC5AC 201 

PTTDSTTPAPTTK 5 

226 
194 

GAGPGTTASSVGVTETARPSV 214 
AGSGTTGTVSGASGSTGSSSSG 70 
SPGATGASIGQPETSRISVAGSS 
GAPAVSSGASQAAGTS 

SVQPSSSSSAPTTSTT 218 

21 
ALRLVNGSDRCQGRVEVLYGG 157 
SWGTVCDDSWDTNDANVVCR 
QLGCGW AISAPGDARFGQGGPI 
VLDDVGCSGYETYL WSCSHSP 
W NTHNCGHSEDASVICSASQT 
QSTVVPDL~TTDYGTESGL 

VPTTPETTT et ETTT 111 

GESTPAPSETT 177 

KATTTTPTTT 102 

TABLEAU 3: Caractéristiques des apomucines animales 
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En résumé: 

Les mucmes épithéliales forment une famille de 0-glycoprotéines complexes et 

hétérogènes. La biologie moléculaire a apporté des éléments nouveaux pour la définition des 

mucines. Ces molécules présentent les caractéristiques suivantes : 

* leur masse moléculaire est importante : de quelques centaines de mille à plus de un 

million de daltons, néanmoins existent de petites mucines par exemple MUC 7 ; 

* elles se composent d'un squelette protéique (apomucine) sur lequel se greffent de 

nombreuses chaînes oligosaccharidiques, surtout des 0-glycannes ; 

* les chaînes oligosaccharidiques très nombreuses et très variées, représentent de 50 

jusqu'à 80 % de la masse moléculaire; 

* la liaison sucre-peptide est de type 0-glycosidique. Elle s'établit entre un acide aminé 

hydroxylé (sérine ou thréonine) et la N-acétylgalactosamine; 

* il existe néanmoins quelques liaisons N-glycosidiques dont le rôle lors de la 

biosynthèse semble important; 

* l'axe polypeptidique est constitué de nombreux domaines répétés en tandems, riches 

en acides aminés hydroxylés (sérine et thréonine) mais aussi en praline, glycine et alanine; 

* les mucines codées par les gènes localisés en 11 p 15 présentent dans leurs domaines 

N- et C- terminaux des homologies de séquences, ainsi qu'avec d'autres protéines (facteur de 

von Willebrand, Zonadhesine). Ces domaines ont la caractéristique d'être riches en résidus de 

cystéine (environ 10 %). Ces mucines correspondraient aux mucines sécrétées de grande taille 

synthétisées par les organes épithéliaux. 

* elles peuvent être sécrétées ou membranaires ("mucin-Iike"). 

A côté de ces mucines épithéliales, il existe une seconde classe de molécules appelées 

aussi "mucines" dans la littérature : des glycoprotéines ancrées dans la membrane des 

leucocytes et des cellules endothéliales (CD 34, CD 43, CD 45, GlyCAM-1, Mad-CAM-1, 

PSGL-1, TACTILE) qui partagent avec les mucines épithéliales un certain nombre de 

propriétés biochimiques (0-glycoprotéines et axe peptidique parfois organisés en domaines 

répétitifs et comportant des domaines fonctionnels distincts autres que les domaines riches en 

cystéine du vWF). Elles interviennent dans les processus d'adhésion [202, 223]. 

- -
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C- LES GENES DE MUCINES 

1- Connaissances actuelles des différents gènes de mucines 

La localisation chromosomique des gènes correspondant aux ADNe décrits a été 

réalisée par hybridation in situ sur chromosomes métaphasiques. Les résultats obtenus sont 

présentés dans le tableau 4. 

L'étude des gènes de mucines n'en est encore qu'à ses débuts. Seulles gènes MUC 1 et 

MUC 7 sont actuellement bien connus. L'analyse de MUC 5B est bien avancée dans notre 

groupe, celle de MUC 4 et MUC SAC a été entreprise plus récemment. 

MU Cl 

La séquence entière du gène MUC 1 est connue (figure 8). 

Il est localisé sur le chromosome 1 en q21-24[210]. Sa taille est de 4 à 7 kb. Il 

comporte six introns. Le domaine répétitif a la caractéristique d'être porté par un seul exon, 

qui est aussi le plus grand. 

Deux ARNm issus d'un épissage alternatif, grâce à deux sites accepteurs présents dans 

l' ex6n 2, ont été décrits. Ils diffèrent par 27 nucléotides qui créent alors une modification dans 

la séquence du peptide signal [140, 234]. La fonction de ces ARNm n'est pas connue. Un autre 

épissage alternatif donnant naissance à deux transcrits a été montré [231]. Ces deux formes 

coderaient pour les formes membranaires et sécrétées de la protéine MUC 1, puisqu'en plus de 

la forme transmembranaire, une foime sécrétée a été décrite [26, 34]. 

Cependant, certaines controverses existent autour de l'existence d'un ARNm codant 

pour cette forme soluble [84, 135, 140]. Il semblerait que cette forme puisse exister sans un 

mécanisme d'épissage alternatif, qui ferait intervenir un clivage protéolytique de la forme 

membranaire, ce qui suggère que cette forme soit relarguée de la membrane par l'action d'une 

protéase [26]. Un clivage dans le trans-golgi qui éliminerait les parties transmembranaire et 

cytoplasmique a été démontré [141, 142]. 



Gènes 

MUC 1 

MUC2 

MUC3 

MUC4 

MUC5AC 

MUC5B 

MUC6 

MUC7 

Longueur de la région 
répétée 

60 pb 

69 pb 

51 pb 

48 pb 

24 pb 

87 pb 

507pb 

69pb 

Localisation chromosomique 

lq21-24 

llp15 

7q22 

3q29 

llp15 

llp15 

llp15 

4q13-21 

TABLEAU 4 :Localisation chromosomique des différents gènes de mucines humaines. 
Les gènes localisés en 11 p 15 sont représentés en caractère gras. 
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Ref. 

210 

89 

76 

90 

220 

200 

216 

24 
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FIGURE 8 : Représentation schématique de l'organisation du gène MUC 1 
et de son ARNm (forme membranaire) [86]. 
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Plus récemment, deux autres variants de la protéine MUC 1 ont été décrits, issus d'un 

épissage alternatif La molécule MUC IN dérivée de la forme membranaire et dépourvue de 

l'exon contenant la partie répétitive codant pour le domaine 0-glycosylé [243] . La molécule 

MUC 1/Z est dérivée de la forme sécrétée et est également dépourvue du domaine 0-

glycosylable [235] 

L'étude du promoteur est en cours, en particulier pour mieux comprendre la régulation 

de MUC I dans les carcinomes. Plusieurs séquences impliquées dans le contrôle de son 

expression ont été découvertes : une TATA box en -24/-I9 (I36], une séquence E-MUC 1 

localisée en -84/-72 pb déterminerait l'expression tissu-spécifique de MUC 1(128], une 

séquence localisée en -505/-485pb se lierait à une protéine de 45 kDa [2].Deux GC box (site 

de liaison de la protéine Spi) ont été localisées en -576/-568 et -99/-91, ces deux sites Sp1 

jouent un rôle dans l'activation de la transcription du gène MUC 1(129]. Cependant, la GC box 

en -99/-91 a une séquence différente de la séquence habituellement rencontrée (avec une 

adénine en 5' et est capable de se lier à la protéine Sp1(activatrice de la transcription) ainsi qu'à 

la protéine SpA qui a un rôle négatif sur la transcription. De plus, un facteur soluble (70 kDa) 

du tissu intestinal normal humain est capable de stimuler la production de MUC 1 dans des 

cellules de cancer du côlon humain [114]. La région impliquée, nommée RME (responsive 

mucin element) est localisé en -531/-520 pb [203]. 

MUC2 

Le gène MUC 2 est moins bien connu [215]. Il est localisé sur le chromosome 11 en 

p15.5. 

La partie centrale du gène est constituée d'un seul exon de 8,7kb comprenant les 

séquences répétitives et correspondant ainsi à la région 0-glycosylable. 

La région 3' du gène MUC 2, en aval de la région répétitive, comprend au moins sept 

introns. 

Une analyse de la région 5' du gène est en cours où il a été mis en évidence une TATA 

box ainsi que des sites potentiels de reconnaissance par des facteurs de transcription [32]. 
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MUCSB 

Le gène MUC 5B est très volumineux, sa taille est d'environ 40 kb. II est constitué 

d'un énorme domaine central de10713 nucléotides codant pour un peptide de 3570 acides 

aminés qui, comme pour MUC 1 et MUC 2, est composé des séquences répétées en tandem, 

formant ainsi la région 0-glycosylable de la mucine. Cette région est constituée d'une séquence 

répétée de 29 acides aminés (87 nucléotides) interrompue par des séquences riches en cysteine 

et des séquences non typiques [65]. 

L'étude de la régulation de l'expression du gène MUC SB a été entreprise dans notre 

laboratoire. Une séquence potentielle de liaison de la protéine Sp 1 a été localisée en 3' de 

l'exon central répétitif Des études de retard sur gel ont montré que cette séquence se lie 

spécifiquement à un facteur nucléaire extrait des des cellules HT -29 MTX. Ce facteur, qui n'est 

pas la protéine Sp1, est une protéine de 42 kDa nommée NF1-MUC5B [166]. 

MUCSAC 

Le gène MUC 5AC est moins bien connu, son étude est en cours au laboratoire. Sa 

taille est d'environ 20 kb donc plus petit que MUC 5B [139, 174]. De même, le domaine 

répétitif semble être plus petit, il est compris dans un fragment Pst I de 8 kb en Southern-blot 

[165]. 

MUC4 

Le gène MUC 4, également étudié au laboratoire, est le plus grand gène de mucines 

connu à ce jour, il s'étend sur environ 60kb [174]. La marche sur le chromosome a permis 

d'isoler trois nouvelles séquences répétitives. Leur étude est en cours au laboratoire. 
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MUC7 

La structure du gène MUC 7 est entièrement connue [24]. Sa taille est d'environ 10 kb. 

Il est constitué de trois exons séparés par deux introns (figure 9). Les deux premiers exons 

sont petits (100pb et 68pb), ils codent pour la région 5' non traduite et le peptide signal. Le 

troisième exon est plus grand, environ 2,2kb, il comporte toute la séquence codante de la 

protéine ainsi que la partie 3'non traduite. Les deux introns ont une taille d'environ 1, 7 et 6kb. 

Une boîte TATA est située en -24/-19 ainsi qu'une séquence consensus CAAT en -83/-

79. Plusieurs autres séquences régulatrices ont été trouvées : un élément AP-I, un élément de 

réponse aux glucocorticoïdes et à I'AMPc. Le rôle de ces séquences dans la régulation du gène 

MUC 7 reste à déterminer. 

En ce qui concerne les gènes MUC 3 et MUC 6, aucun élément sur leur organisation 

génomique n'a été publié. Il semblerait cependant que MUC 3 ait une structure très différente 

de l'autre gène de mucine intestinale MUC 2 [97]. Quant à MUC 6, son organisation se 

rapprocherait des autres gènes localisés en 11 p 15.5 [217]. 
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2- Les gènes de mucines en llp15.5 

Sur les 8 gènes de mucines découverts, 4 sont localisés sur le chromosome 11 en 

p1S.S: MUC 2, MUC SAC, MUC SB et MUC 6. Il existe donc un cluster de gènes MUC 

dans cette région du chromosome. Les homologies de séquences déduites des ADNe partiels 

pouvaient laisser supposer qu'ils faisaient partie d'un seul et même gène. Mais l'étude de 

l'expression tissulaire et cellulaire ainsi qu'une analyse par mégacartographie réalisée dans 

notre laboratoire sur 72S kilobases par la technique de d'électrophorèse en champs pulsés a 

montré qu'il s'agissait bien de 4 gènes différents qui, de plus, ont pu ainsi être localisés les uns 

par rapport aux autres (167]. Ces quatre gènes se trouvent entre le gène H-RAS et le gène de 

l'IGF2, sur un fragment commun de 2200 kb et dans l'ordre : H-RAS 1 MUC 6 1 MUC 2 1 

MUC SAC 1 MUC 5B 1 IGF2, MUC 6 étant le gène le plus télomérique, à environ 500 kb de 

H-RAS. 

L'organisation commune de ces ADNe (figure 7) : grand domaine central constitué des 

séquences répétitives 0-glycosylables, l'homologie importante de leurs extrémités N- et C­

terminales et la conservation rigoureuse de la position des résidus de cystéine d'un ADNe à un 

autre (montré pour MUC 2, MUC SAC et MUC SB) suppose l'existence d'un gène ancestral 

et un mécanisme d'évolution communs (94]. Un petit gène ancestral ne contenant pas de 

régions répétées aurait subi une duplication donnant naissance à une première répétition 

(figure 10). 

Si cette duplication maintient le cadre de lecture, ce nouveau gène sera conservé. Puis 

des crossing-overs inégaux mais homologues peuvent se produire et augmenter le nombre de 

domaines répétés donnant naissance à différents allèles. De plus, cette évolution rapide est 

récente dans le processus d'évolution, puisque les gènes de mucines sont spécifiques d'espèce, 

c'est à dire qu'une sonde répétitive d'origine humaine ne reconnaît pas les mucines d'origine 

animale. 

La conservation des résidus de cystéine suggère le rôle important des ponts disulfures 

pour la fonction biologique des mucines, c'est à dire la formation du gel de mucus. 

L'existence d'au moins 12 îlots CpG dans cette région suggère l'existence d'autres 

gènes (ou pseudogènes) à découvrir. En effet, il est probable que d'autres gènes existent 

puisque dans certaines muqueuses (comme le col utérin), aucun ADNe «typique» n'a été 

isolé. 
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FIGURE 10 : Schéma hypothétique d'évolution des gènes de mucines proposé par Gum [94]. 
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3- Caractéristiques des gènes de mucines 

L'organisation de deux gènes est connue depuis peu: MUC 1 (1990), MUC 7 (1996). 

Pour MUC 2 et MUC SB, seuls quelques éléments sont connus. Quant aux autres gènes, 

aucune étude n'a encore été publiée. Néanmoins, les premiers résultats sur l'étude des gènes 

de mucines suggèrent un certain nombre de caractéristiques communes à tous les gènes : 

a- Taille des gènes 

En l'état actuel des connaissances sur les cartes de restriction des gènes, on peut 

dégager les notions suivantes : la majorité des gènes de mucines sont très grands, leurs tailles 

approximatives sont : MUC SAC : 20kb, MUC SB : 40kb et MUC 4 : 60kb. Ils sont constitués 

d'un grand domaine répétitif: 8,7 kb pour MUC 2, 8kb pour MUC SAC, 10,7 kb pour MUC 

SB et 19kb (taille maximum) pour MUC 4. Ce domaine constitué des séquences répétées en 

tandems (de 24 nucléotides pour MUC SAC à S07 nucléotides pour MUC 6), riches en sérine 

et thréonine, constitue la région 0-glycosylable de la mucine. Néanmoins certains gènes sont 

plus petits : MUC 1 : 4 à 7 kb et MUC 7 : 1 Okb. 

b- Polymorphisme 

Une étude génétique de polymorphisme effectuée sur MUC 1, MUC 2 a révélé 

un polymorphisme interindividuel. Ce polymorphisme est dû à des variations du nombre de 

répétitions en tandems, autrement dit à une taille variable du domaine répétitif d'un allèle à un 

autre. On parle de polymorphisme de type V.N.T.R. pour Variable Number of Tandem­

Repeats. Pour MUC 1, il a été montré une variation de 20 à 125 domaines répétés [84, 209], 

d'où une variation de la taille du gène de 4 à 7 kb. Pour le gène MUC 2, la taille de son 

domaine répétitif varie de 51 à 115 répétitions, d'où une variation de la région 0-glycosylable 

de 3,5 à 8,7 kb, les allèles constitués de 100 à 115 répétitions sont cependant les plus communs 

[215]. 

Ce phénomène entraîne donc une variation de taille du domaine glycosylé, qui pourrait 

influencer les propriétés physico-chimiques du mucus, en particulier au cours de pathologies. 

De même pour MUC 7, une étude préliminaire a montré un très faible polymorphisme : la très 
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grande majorité des individus ont un gène avec stx domaines répétés, quelques individus 

seulement en ont cinq [24]. 

c- Expression en Northern-blot 

Le gène MUC 1 produit 2 transcrits issus de l'expression des 2 allèles dont les tailles 

varient d'un individu à un autre. Ce polymorphisme interindividuel est en relation avec le 

polymorphisme V.N.T.R. qui existe au niveau du gène [209]. 

Le gène MUC 7 produit un ARNm de 2,4 kb [23]. 

Les gènes de mucines supposées sécrétées et donc impliquées dans la formation du gel 

de mucus (MUC 2 à MUC 6) apparaissent quant à eux très complexes dans leur mode 

d'expression. Ils possèdent la caractéristique unique de produire en Northem blot un 

continuum d'aspect homogène s'étendant environ de 20 kb à moins de 1 kb, sans aucune bande 

discrète visible, suggérant une extrême hétérogénéité des transcrits. Ce profil est observé 

quelle que soit la muqueuse étudiée, quelle que soit l'intensité de l'expression (autoradiographie 

de quelques heures à plusieurs jours) et quelle que soit la sonde "MUC" hybridée (MUC 2 à 

MUC 6 : 6 gènes différents dont les sondes correspondant aux séquences répétitives ne 

s'hybrident pas entre elles). De plus, d'autres sondes, comme l'actine ou l' ARN ribosomal 28S, 

hybridées sur ces mêmes Northem blots donnent une bande unique considérée comme le 

témoignage de l'intégrité des ARN et de l'absence d'une dégradation massive lors de la 

préparation. Enfin, ce même profil hétérogène a été obtenu par plusieurs laboratoires utilisant 

des techniques de préparation d'ARN différentes. 

Plusieurs hypothèses ont été avancées dans la littérature par les différents auteurs 

étudiant l'expression des gènes de mucines : 

- ce continuum pourrait être du à une extrême fragilité des ARN liée soit à une 

très grande taille (::::20kb ), soit à leur structure répétitive qui pourrait influencer de façon 

négative leur stabilité; 
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- un même gène donnerait naissance à de nombreux transcrits par un mécanisme 

d'épissage alternatif très complexe. Il pourrait être associé à l'existence de plusieurs démarrages 

et/ou arrêt de la transcription ainsi qu'à de multiples sites donneur et accepteur d'épissage; 

- l'extrême hétérogénéité de ces ARN pourrait aussi être expliquée par un 

mécanisme cellulaire physiologique : un turnover extrêmement rapide des ARN en rapport 

avec une sécrétion massive et rapide de mucines. 

Ce mode d'expression, si il n'est pas artéfactuel, a probablement des conséquences sur 

la qualité des mucines et par conséquent sur les propriétés biologiques du mucus. La muqueuse 

disposerait ainsi d'ARNm de toutes tailles pour pouvoir à tout instant synthétiser des mucines 

les mieux adaptées à sa physiologie à un instant donné. 

C'est pourquoi, lors de notre travail de thèse, nous nous sommes intéressée à l'étude 

de l'hétérogénéité des ARN et au mode d'expression des gènes de mucines sécrétées. 

4- Expression des gènes de mucines 

a- expression tissulaire par la technique de Northern blot 

L'étude de l'expression tissulaire par la technique de Northem blot a permis de 

montrer une notion importante : il n'y a pas expression exclusive d'un seul gène de mucine dans 

un type de muqueuse donnée, mais un profil complexe d'expression sur le plan qualitatif et 

quantitatif qui est spécifique à chaque muqueuse. Les gènes MUC s'expriment 

préférentiellement dans certaines muqueuses (tableau 5). En résumant, on obtient: 

~ MUC 1 est exprimé à la surface apicale des cellules de la plupart des tissus 

épithéliaux; 

~ MUC 2 est dominant dans le côlon; 

~ MUC 3 est détecté majoritairement au niveau de l'intestin grêle; 
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Gène Tissus d'expression majoritaire Ref. 

MUC 1 sein, pancréas 86, 135 

MUC2 intestin grêle, côlon 87,91,92 

MUC3 intestin grêle, côlon, 92,221 
vésicule biliaire 

MUC4 bronche, côlon, 14, 172 
intestin grêle, endocol 

MUC 5AC bronche, estomac (antre et fundus) 12, 98 

MUC5B bronche, glande sous-maxillaire, 68,221 
vésicule biliaire 

MUC6 estomac (antre), vésicule biliaire 216,221 

MUC7 glandes salivaires exclusivement 23 

TABLEAU 5: Tissus d'expression majoritaire des gènes de mucines. 
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~ MUC 4 semble beaucoup plus ubiquitaire, à l'exception des annexes du tube digestif 

(pancréas et vésicule biliaire) ; 

~ MUC SAC montre une expression importante au niveau respiratoire et gastrique; 

~ ~lUC SB s'exprime spécifiquement et intensément dans la bronche et les glandes 

salivaires ; 

~ MUC 6 est présent au niveau de l'antre pylorique et de la vésicule biliaire. 

b- expression cellulaire par la technique d'hybridation in situ 

A cette spécificité tissulaire s'ajoute une spécificité cellulaire. Le tableau 6 

résume les résultats obtenus dans notre laboratoire. Comme exemple, dans l'intestin, MUC 2 

s'exprime dans les cellules caliciformes, alors que MUC 3 dans l'intestin, s'exprime dans les 

cellules caliciformes et les enterocytes. Un autre exemple dans l'estomac où MUC SAC 

s'exprime uniquement dans l'épithélium de surface de l'antre et du fundus, alors que MUC 6 est 

présent uniquement dans les glandes de l'antre. 

c- expression des gènes de mucines au cours du développement 

L'étude de l'expression du gène MUC 1 chez la souris au cours du 

développement embryonnaire et fœtal a montré le rôle de ce gène dans le développement 

précoce des organes épithéliaux [28]. Le taux d'expression de Mue 1 est ensuite bien corrélé 

avec l'état de différenciation des organes : estomac, pancréas, poumon, trachée, rein, glandes 

salivaires et mammaires. Par contre, Mue 1 ne serait que peu impliquée dans l'organogénèse de 

l'intestin, tout au moins chez la souris. 

Les souris "knock out" pour le gène Mue 1 ont un développement embryonnaire et 

fœtal comparable aux souris témoins et atteignent l'état adulte sans modification phénotypique 

[206b] 

Ceci constitue donc un argument pour montrer le rôle majeur joué par ce gène au cours 

du développement des organes épithéliaux. 
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GENES 

MUQUEUSES MUC2 MUCJ MUC4 MUC5AC MUC5B MUC6 MUC7 

Glandes Gl- Gl- Gl- Gl- Gl +/++ Gl- Gl+++ 

salivaires 

Bronche E++ E- E++ E+++ E- E- E-
Gl- Gl- Gl- Gl- Gl++ Gl- GI-

Fundus E- E -/+ E -/+ E++++ E- E-Ct+ E-
Gl- Gl- Gl- Gl- GI- Gl- Gl-

Antre E- E++ E -/+ E++++ E- E- E-
Gl-/+ Gl+ Gl- Gl- Gl- Gl Gl-

++/+++ 
Duodénum E++++ E+++ E- E- E- E- E-

C++++ c -/+ C- C- C- C- C-
Gl+ Gl- Gl- GI- Gl- Gl Gl-

++/+++ 
Jéjunum E++++ E+++ E- E- E- E- E-

C++++ c -/+ C- C- C- C- C-

Iléon E++++ E+++ E -/+ E- E- E- E-
C++++ C-1+ c -!+ C- C- C- C-

Côlon E++++ E++ E++ E- E- E- E-
C++++ C- C++ C- C- C- C-

Vésicule biliaire E+ E+++ E- E+ E+ E-1+ E-
I+ I+++ I- I+ 1++ I+++ 1-

Prostate Gl- Gl- Gl++ GJ- Gl- Gl- Gl-

Endocol E+ E- E++ E++ E+ E+ E-
Gl+ Gl- Gl++ Gl++ Gl+ Gl+ Gl-

TABLEAU 6: Profil d'expression des gènes de mucines humaines chez l'adulte normal par 
hybridation in situ [13, 14, 221} 

E : épithélium de surface 
Gl : épithélium des glandes 
C: cryptes 
I : invaginations de l'épithélium 
Ct: collet 

Marquage: ++++ intensité très forte 
+++ intensité forte 
++ intensité moyenne 
+ intensité faible 

absent 
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L'étude de l'expression du gène MUC 2 en fonction du développement du tube digestif 

humain a révélé des éléments intéressants [43]. 

Entre 12 et 23 SA (semaines d'aménorrhée), un marquage intense des cellules 

indifférenciées regroupées dans le compartiment prolifératif de la base des cryptes, est observé. 

Puis, ce marquage intéresse également les cellules caliciformes immatures du bord des cryptes, 

et puis enfin, les cellules caliciformes de plus en plus nombreuses avec l'âge, présentes à la 

surface des villosités. 

Ce résultat témoigne du rôle joué par Mue 2 dans la différenciation du côlon et de 

l'intestin grêle. 

D- MUCINES ET PATHOLOGIES 

Certaines pathologies (en particulier les cancers d'origine épithéliale) ont été décrites où 

il a été mis en évidence un dérèglement de la biosynthèse de-s mucines. L'étude de ces 

anomalies a permis de mettre en évidence : 

- tout d'abord, des modifications de la composition des chaînes glycanniques où 

l'équilibre des mucines neutres, acides et très acides est perturbé. Cette découverte a suscité la 

recherche de marqueurs tumoraux (Ac anti-épitopes-sucres). Des épitopes associés aux 

tumeurs ont été décrits. 

- des modifications d'expression des gènes de mucines par les techniques de Northern 

blot, hybridation in situ et/ou immunohistochimie (augmentation, diminution de l'expression, 

expression aberrante). Cette étude est prometteuse pour la découverte de nouveaux marqueurs 

tumoraux : on peut envisager de détecter ces modifications à l'aide de sondes nucléotidiques 

ou d'anticorps antipeptides. 
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1- Modifications de la composition des chaînes glycanniques des mucines au cours 

de la carcinogenèse 

a -Modifications des chaînes glycanniques 

Les méthodes immunohistochimiques permettent la détection de caractéristiques 

antigéniques. Il est alors possible d'étudier les modifications qualitatives et/ou quantitatives des 

antigènes de mucines dans les tissus normaux et dans les tissus pathologiques. 

De nombreuses modifications des chaînes glycanniques associées aux mucines 

sont retrouvées dans les tissus tumoraux et sur les mucines circulantes de patients atteints 

d'adénocarcinomes [108]. 

Plusieurs types de modifications peuvent être détectées : 

- augmentation de certains antigènes dans le tissu tumoral (Lewisx dans les tumeurs 

gastrointestinal es); 

- réapparition d'antigènes normalement exprimés uniquement au stade fœtal (Ag 

oncofœtaux, exemple : sialyl-Lewisa dans le côlon); 

- expression d'antigènes incompatibles avec le groupe sanguin du patient (A, B, H, 

Lewisb); 

- disparition d'antigènes exprimés dans les tissus normaux par glycosylation incomplète, 

permettant alors la détection du squelette peptidique ou le cœur de la structure glycannique qui 

sont normalement masqués (exemple: T, Tn, sialyl-Tn); 

- néosynthèse de nouveaux antigènes par augmentation de la sialylation de différents 

antigènes, ce qui entraîne un arrêt de la glycosylation et donnent des antigènes modifiés 

(exemples : sialyl-LewisX, sialyl-Lewisa, sialyl-T, sialyl-Tn). 
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b- différentes modifications antigéniques de mucines accompagnent les 

processus de transformation maligne et de métastase 

* La mucine dont la fonction est la plus étudiée au cours des cancers épithéliaux 

est celle codée par le gène MUC 1. Contrairement aux autres mucines, elle est essentiellement 

membranaire et possède donc des propriétés particulières. Dans la muqueuse colique normale, 

la mucine codée par le gène MUC 1 ne comporte pas d'épitope sialyl-Lewis x et sialyl-Lewis a. 

Dans les cancers du côlon, plus de 90% de cette mucine porte ces épitopes [101]. Il a été 

montré que cet épitope est un ligand pour des sélectines (P- et E-sélectines), molécules 

intervenant dans les processus d'adhésion. Les cellules tumorales sialyl-Lewis x et sialyl-Lewis a 

positives libérés dans le sang peuvent interagir avec la paroi vasculaire (E-sélectine) ou les 

plaquettes (P- sélectines) facilitant le processus de dissémination au cours des métastases. 

* Certains antigènes résultent de la glycosylation incomplète des mucines, c'est 

le cas de l'antigène sialyl-Tn. Cette structure oligosaccharidique correspond à la base de la 

chaîne, le branchement des autres oses n'étant pas réalisés, cet antigène n'est pas détecté dans 

les tissus normaux. Il est présent dans environ 50% des adénomes coliques et dans plus de 

90% des cancers du côlon. On retrouve également cet antigène dans les autres types 

d'adénocarcinomes. Dans les cancers du sein, sa présence est corrélée à un haut grade 

histologique, à l'importance de l'aneuploïdie et du pourcentage de cellules tumorales en phase S 

[47]. 

De plus , il a été montré [159] que les cellules exprimant cet antigène sont 

résistantes aux cellules NK (Natural Killer) et aux cellules T cytotoxiques [222] et ainsi 

métastasent plus facilement. 

c- perspectives d'applications cliniques 

L'obtention d'anticorps monoclonaux spécifiques permettent de détecter la 

présence de ces nouveaux épitopes liés à l'évolution de la carcinogénèse. La détection de ces 

antigènes chez des patients atteints de cancer peut constituer un outil pour le diagnostic par 

immunoscintigraphie, évaluer la réponse à une thérapie, prédire une éventuelle récidive. Par 

exemple, les antigènes sialyl-Lewisx et sialyl-Tn sont associés à une augmentation de la 

dysplasie au cours de la séquence adénome-carcinome colorectal, ces antigènes peuvent donc 
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constituer un marqueur de la transformation maligne [11S]. L'expression des antigènes sialyl­

Lewisx quant à eux, ont été associés à une survie moindre de patients souffrant de carcinomes 

gastriques ou colorectaux [1S4, 239]. De plus, les anticorps dirigés contre ces antigènes 

pourront être utilisés en immunothérapie comme transporteur de radioisotopes ou de drogues 

[66]. Enfin, l'antigénicité d'un épitope porté par la glycoprotéine MUC 1, reconnu par les 

lymphocytes T cytotoxiques [119]chez des patientes atteintes de cancer du sein ouvre la voie à 

des essais de vaccination. L'étude de ces antigènes tumoraux pourrait donc aboutir à un impact 

thérapeutique direct. 

2- Modification de l'expression des gènes de mucines 

a - cancers épithéliaux et expression du gène MUC 1 

Dans les épithéliums normaux (glandes salivaires, bronche, côlon, pancréas, 

sein, utérus, prostate), la protéine MUC 1 est exprimée au niveau de la membrane apicale. 

Dans les adénocarcinomes, on observe une augmentation de l'expression de MUC 1 [109] et 

toute la surface cellulaire est alors recouverte par la mucine. Or la partie extracellulaire de 

MUC 1 est très longue, sa surexpression crée une inhibition des interactions cellule - cellule 

et/ou cellule- matrice suggérant son rôle au cours des métastases 

b - cancer du sein 

Dans le tissu sain, MUC 1 est fortement exprimé au niveau ARN et protéique 

[34, 3S, 83, 109, 182]. La perte de la reconnaissance de certains anticorps détectant le 

domaine répétitif de MUC 1 avec le tissu sain semble être du au masquage de l'épitope 

peptidique par glycosylation [34, 82]. L'expression des autres gènes de mucines est très faible 

voire inexistante dans le tissu sain [3 S, 1 09, 116]. Dans le tissu tumoral et dans les lignées 

cellulaires cancéreuses, MUC 1 est le gène le plus exprimé [34], un marquage avec des 

anticorps anti-MUC 2 [1S9], MUC 3[109], MUC SB et MUC SAC [182] a également été 

observé. 
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c - tumeurs coliques 

*cancer du côlon 

Quelques études concernant un nombre limité d'échantillons peu décrits 

au plan anatomo-pathologiques ont faits l'objet de quelques études : 

Une étude a été réalisée par Northern blot [1S9]. L'expression de MUC 

1 est la même dans les tissus sains et pathologiques. Les gènes MUC 2 et MUC 3 sont plus ou 

moins exprimés dans les tumeurs que dans les tissus normaux, et ceci en rapport avec le degré 

de différenciation des tumeurs (dans 7 tumeurs sur les 9 étudiées). Pour le gène MUC 4, ce 

même type d'observation a été fait. Les gènes MUC SAC et MUC SB ne s'expriment que 

rarement dans les cancers colorectaux. Quant au gène MUC 6, aucune étude n'a été faite. Des 

études supplémentaires sont nécessaires pour établir si il existe un lien entre la modification 

d'expression d'un gène de mucine et le stade d'évolution de la tumeur. Il faut cependant noter 

qu'une augmentation de l'expression de MUC 2 et MUC 3 a été décrite dans quelques cas de 

cancers mucineux [109]. L'étude par anticorps a montré des divergences avec l'étude par 

Northern blot : MUC 2 s'exprime dans la plupart des cancers [109], bien que dans quelques 

cas, l'expression de MUC 2 disparaît confirmant les résultats observés par Northern blot. MUC 

3 s'exprime dans la plupart des cancers mais un peu plus faiblement que MUC 2. Dans le tissu 

tumoral, MUC 2 et MUC 3 montrent un profil diffus dans le cytoplasme alors que dans le tissu 

sain, MUC 2 est périnucléaire et MUC 3 est apical [109]. La discordance entre les résultats 

obtenus par Northern blot et par immunohistochimie n'a pas encore été complètement élucidée. 

L'hypothèse avancée serait qu'une glycosylation incomplète entraînerait une exposition de 

sucres normalement masqués augmentant amst l'immuno-réactivité des anticorps 

indépendamment de la quantité de protéines effectivement traduites. Une autre étude a montré 

une expression forte de MUC SB dans la plupart des tumeurs étudiées [182], alors que MUC 

SAC n'a été trouvé que dans 2 tumeurs sur 18. 

* les tumeurs villeuses rectosigmoidiennes : 

Les tumeurs villeuses rectosigmoïdiennes sont caractérisées par une 

sécrétion importante de mucus. D'un point de vue médical, elles ont un pouvoir de 

transformation et de récidive élevés. Un étude réalisée dans notre laboratoire par hybridation 

in situ a mis en évidence une surexpression du gène MUC 2 ainsi qu'une expression aberrante 

du gène MUC SAC (le gène MUC SAC ne s'exprime pas dans la muqueuse colique saine) [33]. 
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De plus, il a été démontré un degré d'expression dépendant du grade de dysplasie : l'expression 

de MUC SAC est plus forte dans la tumeur de bas grade, diminue dans la tumeur de haut grade 

et disparaît dans l'adénocarcinome. Ainsi, l'expression du gène MUC SAC pourrait constituer 

en pathologie digestive un marqueur précoce de transformation des tumeurs villeuses. Il a été 

montré également dans 20% des cas, une expression du gène MUC SAC à distance de la 

tumeur dans des zones endoscopiquement et histologiquement saines. Ce pourcentage 

correspond au pourcentage de récidive décrit dans la littérature. Des études supplémentaires 

sont donc en cours pour savoir si cette expression aberrante du gène MUC SAC pourrait 

constituer un marqueur précoce de récidive tumorale. 

d- cancer du pancréas 

Cette étude a été réalisée par hybridation in situ. 

La majorité des tissus normaux expriment MUC 1 et faiblement MUC SB et 

MUC 3 [17]. Dans la majorité des cancers du pancréas, MUC 1, MUC3, MUC 4, MUC SB et 

MUC SAC sont fortement exprimés. Ainsi, on observe une expression de gènes normalement 

absents du pancréas normal : MUC 4 et MUC SAC. Ces deux gènes pourraient donc constituer 

des marqueurs tumoraux. Dans huit lignées cellulaires étudiées par Northem blot, des taux 

variables d'ARNm de MUC 1 ont été observés [16]. Les ARNm de MUC 2 et MUC 3 sont 

présents à des taux faibles voire indétectables. Une forte expression de MUC 4 et MUC SAC 

est observée dans 2/8 et S/8 lignées cellulaires respectivement. Aucun signal n'a été détecté 

avec MUC SB. Ces résultats ont été confirmés par anticorps. [16], puis par hybridation in situ 

[16, 17]. 

e- cancer de l'estomac 

Cette étude a été réalisée par Northem blot et immunohistochimie [110]. 

L'estomac normal exprime MUC 1, MUC SAC et MUC 6, alors que MUC 2, 

MUC 3 et MUC 4 ne s'expriment pas. 

Dans la métaplasie intestinale, on observe une expression importante de MUC 2 

et MUC3, gènes typiquement exprimés dans l'intestin. 
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Dans les cancers de l'estomac, on observe une diminution de l'expression de 

MUC SAC et de MUC 6 et une augmentation de MUC 3 et MUC 4. Le processus de 

transformation de l'épithélium gastrique est donc associé à une diminution d'expression de 

gènes présents dans l'estomac normal (MUC SAC et MUC 6) et une expression de gènes 

normalement présents dans le côlon (MUC 2, MUC 3 et MUC4). 

f- cancer du poumon 

Cette étude a été réalisée par immunohistochimie et Northem blot [1SS]. Le 

poumon normal exprime MUC 1 et MUC 4, alors que MUC 2 et MUC 3 sont absents. Dans 

les adénocarcinomes du poumon, en particulier les cancers bien différenciés, il y a 

augmentation de l'expression de MUC 1, MUC 3 et MUC 4. Par contre, les cancers 

épidermoïdes et les cancers à grandes cellules, seul MUC 4 est augmenté. L'augmentation de 

l'expression du gène MUC 4 dans plusieurs types de cancers (sauf les cancers à petites cellules) 

montre l'intérêt de ce gène en tant que marqueur dans les cancers du poumon. 

Dans des travaux en cours de réalisation au laboratoire sur les carcinomes 

broncho-pulmonaires, il apparaît des dérégulations complexes impliquant les gènes MUC 2, 

MUC 3, MUC 4, MUC SAC et MUC SB. 

g - vésicule biliaire : lithiase et cancer 

Les mucines protègent la vésicule biliaire contre les sels biliaires qui constituent 

de véritables détergents présents à des concentrations élevées dans la bile. En plus de cette 

fonction de protection, les mucines pourraient jouer un rôle important dans le développement 

de lithiases grâce à un rôle de concentration de substances hydrophobes (cholestérol, acides 

gras) au niveau de leurs domaines nus, c'est pourquoi l'étude de l'expression des gènes de 

mucines dans la vésicule présente un intérêt particulier. 

Une étude comparative a montré une augmentation très significative de 

l'expression de MUC 3 et MUC SB chez des patients présentant des lithiases alors que MUC 1, 

MUC 2, MUC 4, MUC SAC et MUC 6 ne sont pas modifiés par rapport aux sujets normaux 

[1S8]. Des thérapies visant à prévenir l'hypersécrétion des mucines codées par MUC 3 et MUC 

SB éviterait la formation de lithiases chez les patients à risque. 
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Une étude réalisée dans notre laboratoire par Northem blot et hybridation in 

situ, a mis en évidence une expression aberrante du gène MUC 4 dans l'adénome de la vésicule 

biliaire. MUC 4 ne s'exprime pas dans l'épithélium biliaire sain. Ceci suggère que l'expression 

du gène MUC 4 pourrait constituer un marqueur au cours de la transformation de l'épithélium 

biliaire [221]. Cette étude confirme les premiers résultats obtenus sur des cellules vésiculaires 

en culture [38]. 

D'autres études seront nécessaires pour déterminer si une dérégulation de l'expression 

des gènes de mucines altère la glycosylation de certaines mucines et a un rôle dans la 

tumorigénèse. 
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STRATÉGIE 

Au cours de cette présentation générale des glycoprotéines de type mucine et des gènes 

correspondants, nous nous sommes attachés à souligner la diversité de cette famille de 

molécules et la complexité d'expression des gènes de mucines : complexité d'expression à 

l'échelle tissulaire et cellulaire perçue grâce à l'outil d'hybridation in situ, et complexité 

d'expression à l'échelle moléculaire perçue grâce à l'outil de Northem blot. 

Durant la période 1989 -1996, de très nombreux articles (nous en avons recensés plus 

de 30) relatent l'existence du phénomène de continuum des transcrits de mucines. La 

compréhension de cette propriété insolite des gènes de mucines a fait l'objet de notre travail de 

thèse. 

En effet, les intérêts de l'élucidation de cette propriété sont importants : 

- combien de transcrits sont exprimés par chacun de ces gènes MUC? 

- existe-t-il, comme dans le cas de MUC 1, une diversité de folmes moléculaires 

caractéristiques de chaque gène et en relation avec des fonctions biologiques 

différentes? 

- existe-t-il des transcrits typiquement exprimés par les cellules tumorales? 

- est-il possible de trouver des éléments structuraux spécifiques aux transcrits 

des cellules tumorales et donc de proposer une nouvelle génération de 

marqueurs tumoraux? 

- les transcrits exprimés par les cellules différenciées des tissus adultes sont-ils 

les mêmes que ceux exprimés par les cellules peu différenciées fœtales? 
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- les polymorphismes de restriction ou de type V.N. T.R. perçus à l'échelle 

génomique ont-ils une incidence fonctionnelle, c'est à dire, sont-ils perceptibles 

à l'échelle des ARNm : séquence variable des transcrits selon les sujets ou taille 

variable des transcrits selon les sujets? 

- les transcrits de mu cines localisées en Il p 15 exprimés dans les tissus adultes 

et les tissus fœtaux ou tumoraux, sont-ils soumis à une régulation modulée par 

empreinte parentale? C'est à dire, les transcrits sont-ils exprimés par les gènes 

d'origine maternelle ou paternelle? 

- existe-t-il une susceptibilité individuelle au développement de maladies 

multifactorielles de type diabète, obésité, maladies inflammatoires du tube 

digestif associée à certains polymorphismes affectant les gènes MUC à 

expression grêle ou colique dominante? 

- de la même façon, existe-t-il une susceptibilité au développement de l'asthme, 

de la bronchite chronique en relation avec certains polymorphismes affectant 

cette fois-ci les gènes MUC à expression respiratoire majeure? 

- la même interrogation peut encore porter sur la susceptibilité au 

développement des tumeurs épithéliales au sens large : cancers bronchiques ou 

de l'œsophage des fumeurs, cancers digestifs, cancers génitaux ... 

Il apparaissait donc au début de ce travail de thèse indispensable d'apporter une 

réponse à la question du nombre et de la taille des ARNm exprimés par chacun des gènes de 

mu cines. 
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I SITUATION DU SUJET 

1- Profils d'expression observés en Northern blot: constat d'un signal inusuel 

Les Northern blets révélés par les sondes MUC 2, MUC 3, MUC 4, MUC 5AC, MUC 

5B et MUC 6 offrent tous le même aspect : un continuum très homogène, sans bandes 

discrètes détectables s'étendant d'une zone correspondant à 20 kb théoriques jusqu'à moins de 

1 kb théorique. 

Ce continuum, lorsque les sondes sont marquées au phosphore 32, est foncé lorsque 

l'expression est intense, pâle lorsque l'expression est faible. Des variations des temps 

d'exposition autoradiographique (quelques heures à quelques jours, voire quelques semaines, 

selon les sondes ou les tissus étudiés), n'affectent pas l'homogénéité du continuum. 

Des qualités de stringence variable mises en œuvre au niveau de l'hybridation ou du 

lavage des Northern blats ne modifient pas non plus l'homogénéité du signal. 

Ces continuums ont d'abord été observés par les divers auteurs qui ont isolé les 

différents ADNe: MUC 2 [91], MUC 3 [92], MUC 4 [172], MUC 5AC [55], MUC 5B [12, 

68] et MUC 6 [216] (figure 11-12-13-14). 

Ces continuums ont ensuite été confirmés par d'autres auteurs qui ont étudié d'autres 

parties de ces même ADNe [116, 127, 139, 151], qui ont analysé l'expression de ces gènes 

dans certaines pathologies [16, 30, 87, 109, 110, 138, 155, 159, 241] ou encore par ceux qui 

ont étudié l'expression des mucines animales [21, 71, 116, 157, 160, 194, 201, 218, 226] 

(figure 11-13). 

Ce même profil hétérogène est également observé sur des Northern blets ou des 

préparations d'ARN commerciaux poly(A+)(figure 15). 
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J. Clin. Invest., 1991 [116] 
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Crit. Rev. Oncol. Hematol., 1994 [138] 

Fig. 2. Northern blot hybridization of poly(A +) RNAs from cultures 
of HT2~ cells using eDNA probes specifie for the MUC 1 (a) and 
MVC2 genes (b). Note the polydisperse message for MUC2. 

FIGURE 11 : Analyse par Northern blot de l'expression des gènes de mucines MUC 2 à 
MUC 6 : hétérogénéité du signal sous forme de continuums 
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Figure 4. RNA blot analysis of human intestinal mucin messages found in LS174T 
cells and quantitative mucin variants. Left, 3 ~g samples of 
poly(A)+ RNA from LS174T cells, and low (LM12) and high (HM3, HM?) 
mucin variants of this line (19) were subjected to agarose gel 
electrophoresis and blot analysis using SIB 139 as probe. The 
molecular size standards were obtained from Bethesda Research 
Laboratories with the exception of the 2.0 kb and 5.0 kb standards 
which were rRNA subunits. The autoradiograms shown on the middle 
and right were obtained following probe removal (13) using as probe 
first SMUC 41 {13) and then a GAPDH eDNA (20). 
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Fig. 2. Northem blot analysls. 
a) Human tracheo-bronchial mucosa. 
b) Human colonie mucosa. 

FIGURE 12 : Analyse par Northern blot de l'expression des gènes de mucines MUC 2 à 
MUC 6 : hétérogénéité du signal sous forme de continuums 
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Figure 6 RNA blot analysls 

Poly(At RNA samples (2 11g) from human mucosae were analysed as described in the 
Experimental section. ln (1). bronchial mucosa was probed with NAU 24 (lane 1 ). NAU 28 (lane 
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FIG. 2 
Northern blot anal.vsis of human tracheal mucosa. For each probe 

TH 47 (2nd type), TH 57 (3rd type) and TH 58 (lst type), two different 
concentrations of RNA were tested. 

234567 

FIG. 9. Northern blot analysis of tissus. Total RNA was extracted 
from normal antrum (lanes 1 and 2), fundus (lanes 3 and 4), colon (lan€ 
5), duodenum (/ane 6), and gallbladder (lane 7). The same result was 
obtained with the L31 or MUC5AC cDNAs. The arrows correspond to 
the position of 28 and 18 S RNAs. 

FIGURE 13: Analyse par Northern blot de l'expression des gènes de mucines MUC 2 à 
MUC 6 : hétérogénéité du signal sous forme de continuums 
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FIG. 6. A, Northern blot of human DNA hybridized with the 
MUC2 repeat probe. Lanes: /, esophagus; 2 and 3, stomach; 4, 
gallbladder; .5, jejunum; 6, terminal ileum; 7, colon; 8, Jung; 9, trachea. 
H, sa me blot hybridized with MUCô repeat probe. C, same blot using 
the l\IUCn repeat probe. Note the differences in the expression 
patterns. !J, control using a 28 S ribosomal oligonucleotide probe 
hybridized to the sa me bioL Note that the signal in each Jane is fairly 
uniform. Ethidium bromide staining of the gel gave similar results 
(data not shownl. Size rnarkers in kilobases are given on the right of 
A-C. 

FIGURE 14 :Analyse par Northern blot de l'expression des gènes de mucines MUC 2 à 
MUC 6 : hétérogénéité du signal sous forme de continuums 
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1 2 3 4 5 6 7 8 

MUC3 MUC2 MUC5B 

Northern blot commercial poly(A+) Préparation d'ARN commerciale poly(A+) 

1 : rate 
2: thymus 
3 :prostate 
4 : testicule 
5 : ovaire 
6 : intestin grèle 
7: côlon 
8 : leucocytes 

FIGURE 15: Analyse par Northern blot de l'expression des gènes de mucines à partir de 
blats ou d'ARN commerciaux poly(A+) (Clontech laboratories). 
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Ces nombreux auteurs utilisaient des techniques variables : 

- d'extraction et de purification des ARN totaux : 

*la technique décrite par Chirgwin et Col1.[46].[12, 46, 55, 68, 87, 127, 172] 

est la technique la plus utilisée; 

*d'autres auteurs [116, 139, 151, 109] ont aussi utilisé la technique décrite par 

Chomczynski et Coll. [ 48] 

* Ogata et Coll. [ 159] ont utilisé la technique décrite par Auffray et Coll. [3], 

basée sur l'utilisation du chlorure de lithium. 

- de contrôle d'intégrité des ARN : 

* p actine [16, 116, 139]; 

* GAPDH [30, 92]; 

* ARNr 18S et 28S visualisés au bromure d'éthidium [109, 110, 155]; 

* MUC 1 [159, 241]; 

* ARNr 18s [9]; 

* metalloendopeptidase (E.C.3.4.24.11) d'une taille de 5,2 kb [87]. 

2- Hypothèses soulevées dans la littérature 

Ces nombreux auteurs ont avancé plusieurs hypothèses pour tenter d'expliquer cette 

propriété insolite des gènes MUC : 

- ce continuum pourrait être du à une extrême fragilité des ARN liée soit à une 

très grande taille (~20kb), soit à une structure répétitive qui pourrait influencer de façon 

négative leur stabilité [94, 110, 127, 138, 155, 186]; 

- un même gène pourrait donner naissance à de nombreux transcrits par un 

mécanisme d'épissage alternatiftrès complexe. Il pourrait être associé à l'existence de plusieurs 
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démarrages et/ou arrêt de la transcription ainsi qu'à de multiples sites donneur et accepteur 

d'épissage [138, 186]; 

- l'extrême hétérogénéité de ces ARN pourrait aussi être expliquée par un 

mécanisme cellulaire physiologique : un turnover extrêmement rapide des ARN en rapport 

avec une sécrétion massive et rapide de mucines [94, 109, 138, 155, 186, 208]; 

- de multiples ARN seraient transcrits à partir de plusieurs gènes apparentés 

dont le nombre de séquences répétées varient d'un gène à un autre [186]. 

L'existence de ce continuum sur les images de Northem blots a également alimenté un 

débat au cours des rencontres et congrès sur le thème des mucines (2èrne et 3èrne Workshop, 

Cambridge,1992, 1994; Manchester,1995). Et finalement, ce critère distinctif des gènes MUC 

était proposé pour identifier plus aisément un nouvel ADNe auquel le statut de mucine était 

proposé (pAM1 en tant que MUC8?). 

3- Nos hypothèses 

Trois groupes d'hypothèses nous paraissaient devoir être proposés pour aborder l'étude 

de ce problème : 

1- signal hétérogène artéfactuel en rapport avec des propriétés 

physicochimiques spécifiques aux ARNm des mucines; 

2- hétérogénéité réelle d'expression des gènes "MUC" en rapport avec des 

propriétés biologiques spécifiques et originales; 

3- une hypothèse intermédiaire associant une hétérogénéité réelle d'expression 

des gènes MUC magnifiée par des difficultés technologiques d'étude des 

transcrits, en relation avec des propriétés physicochimiques spécifiques. 
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Une étude critique des données de la littérature relatives aux ARNm ou aux produits 

glycoprotéiques exprimés par les gènes MUC nous permettait d'apporter des arguments de 

nature à étayer l'un ou l'autre de ces groupes d'hypothèses : 

a- hypothèse d'une hétérogénéité réelle 

* la sélection des apomucines respiratoires humaines par immunoprécipitation 

des produits peptidiques issus de la traduction in vitro des ARNm bronchiques, révèle par 

électrophorèse PAGE-SDS, un continuum peptidique de 500 à 100 kDa [164]. Cette 

observation accrédite tout à fait l'hypothèse d'une extrême hétérogénéité des ARNm, puisque 

le calcul de la taille minimale des ARN correspondants s'étalerait de 3 à 14kb. 

* de même, l'observation suivante concernant encore les mucines respiratoires 

humaines : les mucines bronchiques purifiées apparaissent en microscopie électronique sous la 

forme_ de longs filaments très hétérogènes en longueur. La distribution des tailles mesurées est 

très large et continue de 400 à 1650 nm, ce qui correspond à des masses moléculaires estimées 

de 100 à 400 kDa [146]. 

* l'hétérogénéité des mucines purifiées a également été observée en microscopie 

électronique à propos d'autres sources tissulaires de mucines (mucines cervicales, gastriques et 

bronchiques humaines) [197]; 

* un autre exemple est fourni par les mucines tégumentaires de grenouille FIM­

B 1 et FIM-C 1 dont la structure a été publiée respectivement par Probst et Coll. [177] et 

Hauser et Coll. [102] en 1992. Les deux molécules comportent plusieurs domaines répétitifs en 

cassettes, c'est à dire que chaque domaine est codé par plusieurs exons. L'hétérogénéité 

moléculaire de ces mucines est issue d'un épissage alternatif complexe aboutissant à diverses 

associations possibles; 
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* enfin, après incorporation de N-acétylgalactosamine marquée, des peptides 

naissants de mucines ont été isolés à partir des polysomes de cellules gastriques humaines. 

Après électrophorèse, le marquage montre une hétérogénéité des précurseurs, de taille 

moléculaire faible : 5 à 70 kDa [242]. 

b- hypothèse d'une hétérogénéité artéfactuelle 

Un certain nombre de résultats, à l'opposé des précédents relatent la 

caractérisation dans divers tissus mucipares d'un précurseur polypeptidique unique ou d'un 

nombre restreint de fractions d'apomucines, ce qui évidemment accréditerait plutôt l'hypothèse 

d'une hétérogénéité artéfactuelle des messagers. Il s'agit: 

* des travaux d'Eckhardt et coll., qui en 1987, caractérisent une apomucine de 

glande sous-maxillaire porcine d'une masse moléculaire de 96,5 kD [70]; 

* les expériences de Byrd et coll., qui en 1989, détectent deux précurseurs 

polypeptidiques dans les cellules coliques respectivement de 70kDa et environ 400kDa [36]; 

* la même année, Gum et coll. identifient une apomucine humaine unique 

exprimée dans les produits de traduction in vitro d'ARN polyA+, extraits d'intestin grêle et de 

côlon normaux, ainsi que de cellules tumorales coliques et d'une masse moléculaire de 162 

kDa. 

* un précurseur polypeptidique de mucine gastrique de rat est caractérisé lors 

d'expériences de "pulse-chase" par Dekker et coll. en 1989 [61], estimé à une masse 

moléculaire de 300 kDa. Selon les échantillons analysés et les conditions électrophorétiques 

précises, ce précurseur apparaît dédoublé à des masses moléculaires très proches de 300kDa. 
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4- les continuums décrits dans la littérature à propos d'autres protéines 

a- les continuums liés à un phénomène biologique 

* l'apopolysialoglycoprotéine d'œuf de truite arc-en-ciel (PSGP), décrite 

par Sorimachi en 1988 [205]. Cette glycoprotéine est codée par de multiples ARNm, visibles 

en Northem blot sous la forme d'un continuum de 0,8 à 6 kb (figure 16). Ces ARNm sont 

issus de la transcription de plusieurs gènes apparentés, différant entre-eux par un nombre 

variable de domaines répétés de 39 nucléotides (13 acides aminés). Cette observation sera 

reprise pour tenter d'expliquer la diversité des apomucines [186]. 

* l'IGF-I chez le rat décrit par Foyt et Coll. en 1991 [77]. Les ARNm de 

-l'IGF-I de rat présentent en Northem blot un continuum de 0,8 à 7,5 kb (figure 16). Ces ARN 

sont issus d'un gène unique composé de six exons et cinq introns, et qui s'étend sur plus de 80 

kb. Ce gène, pour produire ce grand nombre d'ARNm, est transcrit d'une façon complexe 

associant un épissage alternatif à sept sites de démarrage de la transcription et à sept sites 

différents de polyadénylation. De plus, ces auteurs ont montré que tous ces ARNm sont 

traduits in vivo. 

b- les continuums reliés à un artéfact 

Les ARNm codant pour trois grandes protéines de mammifère présentent la 

caractéristique de montrer en Northem blot des profils complexes : deux de ces protéines sont 

contenues dans les cellules du muscle squelettique strié : la titine et la dystrophine. La 

troisième, l'apolipoprotéine B (ApoB), est présente dans le plasma associée aux chylomicrons, 

VLDL (very low density proteins) et aux LDL (low density proteins). 

Dans les trois cas, il s'agit d'un ARNm de grande taille : 23 kb pour la titine [78, 

211] et 14 kb pour la dystrophine et l'ApoB [ 175, 42], associé à un continuum (figure 17). 

Cette observation accrédite l'hypothèse d'une sensibilité particulière des 

messagers de grande taille aux conditions usuelles d'extraction et de purification. Les 

techniques utilisées étaient "classiques" : la technique décrite par Chomczynski [48](titine), 

celle décrite par Chirgwin [46](dystrophine) et celle décrite par Auffray [3](ApoB). 



Hétérogénéité des transcrits 
de l'aposialoglycoprotéine [205] 
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FIG. 3. Distribution of mRNA for apoPSGP in various rain· 
bow trout organ s. Fort y ng of total RN A from eoch of var lous 
organs of ralnbow trout were electrophoresed, blotted onto a nitro­
cellulose membrane, and hybridized with an R-probe containing 20 
tandem repeats of 39 nucleotides in the R-domain (see Fig. 28). 
Lanes: 1, liver, 2, testis; 3, liver; 4, heart; 5, spleen; 6, kidney; 7, brain; 
8, mature ovary; 9, immature ovary (6 months before ovulation) ( 1-
2, male; 3-9, female). Positions of the (28rS - 288) and 18 S 
ribosomnl RNA markers are shawn. 

Hétérogénéité des transcrits 
de I'IGF-1 [77] 
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Fu;. 5. Northern blot analysis of total, poly(A)+, cyto­
plasmic, and polysomal RNA fractions. The arrows on the left 
represent the position of the three IGF-1 mRNA size classes. Lanes 
con tain 10 11g of total RNA (A), 2.5 11-g of poly(Aj+ RNA ( B ), 10 11-g 
of cytoplasmic RNA (CandE), or 5 11-g of polysornal RNA (IJ and 
H). Exposure times were 18 h (lanes A-D) or 4 days (lanes E and F). 

FIGURE 16: Exemples de signaux d'expression hétérogènes liés à une origine biologique. 



Profil hétérogéne des 
transcrits de la titine [211] 
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FIG. 5. Northern blots of chicken muscle RNA hybridized with 
ti tin eDNA probe. Total cellular RNA was isolated from skeletal and 
cardiac muscles by the guanidinium isothiocyanate/CsCl method (371, 
fractionated on 0.8% agarose gels, biotted, and hybridized with np_ 
labeled TZ-6. E Sk and E Ca, 16-day embryonic chick skeletal and 
cardiac muscles, respectively; A Sk and A Ca, adult chicken skeletal and 
cardiac muscles, respectively. Migration positions of the ribosomal 
RN As are indicated for both blots, and the positions of size markers are 
included for the blot on the right. The migration distance for the two 
gels diiTers because they were run at different times. 

Les auteurs signalent qu'une espèce unique d'ARNm 
est nettement visible sur le Northem blot au dessus du 
petit continuum (mal perçu sur le document photo). 
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Profil hétérogène des 
transcrits de l'Apo B (42] 

14·5-

7·0-

5' probe 3' probe 
Figure 4. Northern Blot Analysis of Human and Rabbi! Total Intestin 
RNA 

Lanes 1 (human) and 2 (rabbi!) were hybrldlzed wlth a probe consistir 
of the 5' 520 bp of apo-8100 eDNA. Lanes 3 (human) and 4 (rabb 
were hybrldized with a 2 kb fragment comprlsing the 3' end of the ap 
8100 eDNA. The 14S kb and 7 kb Intestinal apo-B mANAs and the p 
sition of 28S ribosomal RNA are arrowed . 

Profil hétérogène des transcrit 
de la dystrophine [ 175] 

2 3 4 5 6 7 

A 

B 

1.5- • ill- .... ,. c 

Fig. 1. Northcm blot analysis of mouse RNAs. 
Samples (20 f.Lg) of RNA from various tissues 
werc isolated (9), separated by clcctrophorcsis 
i:hrough 1% agarosc/formaldehydc gels, trans­
ferred to GeneScreenPius membranes (DuPont), 
and hybridizcd with eDNA probes essentially as 
dcscribed (12, 20). Autoradiograms from i:hrec 
successive hybridizations of i:he san1c blot with 
the indicatcd probes arc shown. (A) Hybridiza­
tion with Dmd eDNA XD-1 (9), (B) hybridiza­
tion with mousc muscle 'Y-Phk eDNA Phk-2 (11), 
and (C) hybridization with mouse HPRT eDNA 
HPT5 (12). Lanc 1, ICR skcletal muscle; lane 2, 
md-.: skcletal muscle; lanc 3, 467 skcletal muscle; 
lane 4, 551 skclctal muscle; lanc 5, ICR brain; 
lanc 6, mdx brain; and lanc 7, ICR livcr. Lanc 1 in 
(A) and ail lanes in (B) arc from 24-hour cxpo­
surcs to film; the rcmaining lanes in (A) and thosc 
in (C) arc from 72-hour cxposurcs to film. Long­
cr nposurc of the bi ob in ( B) rcvcals similar lo\\' 
k\'Cis of -y-l'hk mRNA in !CR and md\· brain. 

FIGURE 17 : Exemples de signaux d'expression hétérogènes liés à une cause artéfactuelle. 
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En conclusion de ce chapitre, les éléments bibliographiques et les éléments de 

connaissance disponibles au laboratoire ne nous permettaient pas au démarrage de ce travail de 

privilégier une origine biologique ou une origine artéfactuelle à l'existence de l'hétérogénéité 

observée des ARNm de mucines. Néanmoins, l'abord de l'origine biologique nous paraissait 

techniquement plus facile à envisager en première intention. 

II STRATEGIE ADOPTEE 

Nous avons développé successivement quatre aspects méthodologiques: 

1- Recherche d'une relation entre hétérogénéité cellulaire et hétérogénéité du 

signal d'expression des apomucines : comparaison de l'expression dans les tissus et les 

lignées cellulaires. 

2- Etude de la demi-vie des ARN rn exprimés par la lignée colique ill29-MTX 

cultivée -en présence d'inhibiteurs de la transcription (actinomycine D) et de la traduction 

( cycloheximide). 

-Cette étude a pour objet de discriminer des ARNm biologiquement actifs et des 

ARNm catabolisés dans le modèle cellulaire. 

3- Etude des ARNm de mucines des fractions cellulaires polysomales, nucléaires 

et cytoplasmiques 

Cette étude s'attache par une autre approche à caractériser les ARNm actifs 

dans la traduction et à les différencier des précurseurs immatures ou des ARNm en cours de 

dégradation. 



83 

A l'issue de ces deux séries d'hypothèses en faveur d'une ongme biologique de 

l'hétérogénéité des ARNm de mucines, nos résultats nous ont amenés à rechercher l'hypothèse 

de causes artéfactuelles. Deux aspects principaux ont été abordés : 

4- Recherche d'anomalie de comportements éléctrophorétiques liés à la structure 

répétitive et à la taille présumée grande des messagers : utilisation de la technique 

d'électrophorèse en champ pulsé (méthodologie CHEF) appliquée à l'ARN. 

5- Réexamens des méthodes usuelles d'analyse des ARNm : extraction, purification, 

électrophorèse, sélection des ARN poly(A+) , mesure de leur taille moléculaire, dans le but 

d'optimiser cette technique-à des ARNm exceptionnellement grands. 



RÉSULTATS 
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RÉSULTATS 

I RECHERCHE D'UNE RELATION ENTRE HETEROGENEITE 
CELLULAIRE ET HETEROGENEITE DU SIGNAL D'EXPRESSION 
DES APOMUCINES: COMPARAISON DE L'EXPRESSION DANS LES 
TISSUS ET DANS LES LIGNEES CELLULAIRES. 

1- MATERIEL BIOLOGIQUE 

Il nous a été donné l'occasion d'hybrider un certain nombre de Northern blats avec des 

sondes ADNe d'apomucines, que ce soit dans notre pratique quotidienne au laboratoire ou 

dans le cadre de collaborations avec d'autres laboratoires français ou étrangers. Ceci implique 

donc que nous avons pu de ce fait, comparer les signaux d'hybridation donnés par des ARN 

préparés à partir de tissus ou de cellules mucipares variées, selon des protocoles variés eux 

aussi et en provenance de laboratoires différents. 

Au laboratoire, il s'agissait de tissus ou de cellules en culture. Les tissus mucipares 
~ 

étaient des pièces chirurgicales de tumeurs digestives (estomac-côlon), des pièces chirurgicâles 

d'intestin grêle ou de côlon provenant de malades atteints de la maladie de Crohn. Nous avons 

pu également bénéficier de matériels biologiques provenant de dons d'organes (trachée, 

bronche). 

Il nous a été permis d'étudier le statut mucipare de pancréas témoin "normal" et de le 

comparer à celui des tumeurs pancréatiques. Le matériel immobilisé sur membrane provenait 

de Barcelone (F.X. Réal, I.M.I.N.). 

A côté des tissus, nous avons pu également bénéficier de l'étude de l'expression des 

ARNm d'apomucines préparés à partir de cultures de lignées de cancers coliques ou 

pancréatiques : 

- cellules HT29-MTX : Northern blats en provenance de Villejuif (A. 

Zweibaum, T. Lesuffieur, U. 178 INSERM), ou préparés au laboratoire (avec 

l'aide de G. Huet pour la culture); 
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- cellules HT29-5FU : Northem blots réalisés à Villejuif (A. Zweibaum, T. 

Lesuffieur, U. 178 INSERM); 

- cellules HT29-S-B6 : Northem blots réalisés à Paris (E. Forgue-Lafitte, U. 55 

INSERM). 

-lignées pancréatiques : SK-PC-1, SK-PC-3, CAPAN 1, RWP-2, MIAPACA-

2, MZPC-4, CFPAC-1, IMIN-PC-1, IMIN-PC-2. Ces préparations ont été 

réalisées à Barcelone (F.X. Réal, I.M.I.N.). 

Il s'agissait également de cellules humaines non cancéreuses en culture primaire : de 

glandes bronchiques (J.M. Périni U. 377 INSERM, Lille), de cellules vésiculaires de sujets 

sains ou de sujets atteints de mucoviscidose (B. Clément, U. 456 INSERM, Rennes; C. 

Housset U. 402 INSERM, Paris). 

Et enfin, de cellules humaines immortalisées : lignée MM39 établie à partir de glandes 

bronchiques (C. Figarella, laboratoire de biochimie de la Faculté de Médecine de Marseille). 

Dans toutes ces études, l'objectif poursuivi était la recherche des variations d'expression 

des gènes d'apomucines en relation avec la tumorigénèse, par exemple, comparer zone 

saine/zone tumorale d'un tissu mucipare, comparer tissus "sains"/lignées cellulaires provenant 

d'un même organe. Il pouvait s'agir également de faire varier les conditions de culture de façon 

à étudier des caractères phénotypiques liés souvent à la différenciation cellulaire (rôle de 

facteurs de croissance, de drogues, de substances variées), ou enfin, d'étudier le statut 

mucipare en relation avec la mutation du gène CF. 

Dans toutes ces situations, l'étude consistait finalement pour nous en une comparaison 

de signaux d'hybridation entre diverses préparations d'ARN : tissus/tissus, tissus/cellules ou 

cellules/cellules. 

Les résultats, dont certains sont publiés [38, 139b, 182], n'ont pu être interprétés qu'en 

terme de posivité plus ou moins grande, ou de négativité, en raison d'une complexité liée à 

l'hétérogénéité du signal. 
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B-RESULTATS 

Tou tes les préparations réalisées à partir de tissus (quelles que soient les méthodes 

utilisées; Matériel et Méthodes p150, 153, 154) ont donné de très longs continuums. Nous 

avons été tentés d'expliquer cette observation en faisant valoir l'hétérogénéité cellulaire des 

tissus mucipares : l'hétérogénéité des transcrits pouvaient être liée à la participation de 

plusieurs types cellulaires. Ceci avait été montré par la technique d'hybridation in situ. 

Les préparations réalisées à partir de cellules ont montré des signaux plus variables : 

- continuum homogène, long ou court; 

- continuum homogène, précédé en haut du gel d'une bande discrète, fine et bien 

définie; 

- continuum homogène, entrecoupé de quelques bandes discrètes de tailles très 

variables; 

- bandes discrètes multiples dont certaines des grandes tailles, et d'autres de 

petites tailles. 

C- DISCUSSION 

Nous avons alors été tentés d'imaginer que des cellules en culture expriment un 

répertoire de transcrits d'apomucines plus réduit qu'un tissu d'une part et que d'autre part des 

cellules du même type in vivo. Ainsi, une certaine "simplification" du signal pouvait exister 

dans le cas des cellules en culture. 

Néanmoins, cette hypothèse s'est heurtée au manque de reproductibilité des signaux 

d'une expérience à l'autre. Cela ne remet pas en cause le résultat dans son aspect quantitatif 

mais dans son aspect qualitatif, c'est à dire l'aspect et l'étendue du signal. 

Ceci a été particulièrement net à propos de l'étude de l'expression des gènes de mucines 

dans les cellules HT 29-MTX cultivées au laboratoire. Nous avons alors émis l'hypothèse qu'un 

certain nombre de facteurs susceptibles d'influencer l'expression qualitative des apomucines 

étaient peut-être peu maîtrisables et standardisables dans la culture : qualité variable d'un lot à 

un autre de facteurs de croissance apportés par le sérum de veau fœtal par exemple. Les 
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cultures réalisées sans sérum avec adjonction sélective de facteurs de croissance n'ont pas 

permis d'éclairer davantage le débat. 

Nos conclusions ont donc été que s'il s'agissait d'un problème technologique artéfactuel, 

il n'était certes pas banal, dans la mesure où tous les laboratoires investis dans l'étude de 

l'expression des apomucines y étaient confrontés. 

II ETUDE DE LA DEMI-VIE DES ARNm DE MUCINES 
DANS LES CELLULES HT 29-MTX. 

A- GENERALITES 

1- Rôle du turnover des ARN dans le contrôle de l'expression des gènes 

La régulation de la synthèse des protéines est cruciale pour le fonctionnement des 

cellules. Par exemple, lorsque certains facteurs de croissance sont trop abondants, les cellules 

prolifèrent anormalement et deviennent cancéreuses. 

La synthèse d'une protéine est proportionnelle à la quantité d' ARNm, pour contrôler 

cette synthèse, la cellule possède donc des moyens de modifier la quantité d' ARNm c'est à dire 

des moyens pour contrôler l'expression des gènes [151, 163]: 

1- en contrôlant le taux de transcription du gène, c'est à dire la vitesse de synthèse des 

ARNm 

2- en contrôlant la demi-vie des ARNm, c'est à dire la vitesse de dégradation de ces 

ARNm. 

La stabilité des ARNm joue donc un rôle important dans le contrôle de la 

régulation de l'expression d'un gène. 
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La dégradation des ARN joue un rôle primordial au cours de différents processus 

illustrés par quelques exemples : 

a- au cours de l' embryogénèse et la différenciation cellulaire 

*embryogenèse: 

Un exemple est le stockage des ARNm maternels dans l'ovocyte qui serviront à 

la synthèse des protéines lors de l'embryogenèse. L'abondance des ARNm est maintenue par 

modulation de la transcription et du taux de dégradation [163]. 

*différenciation cellulaire 

Un exemple est la différenciation des cellules indifférenciées de la moelle 

osseuse en globules rouges : 95% des protéines intracellulaires du -globule rouge est de 

l'hémoglobine pour le transport de l'oxygène. Au cours de leur différenciation, les globules 

rouges synthétisent en abondance de l'hémoglobine et simultanément réduisent la synthèse des 

autres protéines en déstabilisant les ARNm correspondants [163]. 

D'une manière générale, les cellules qui se différencient, interrompent la 

synthèse et réduisent l'activité des ARNm inutiles encore présents en les déstabilisant puis les 

détruisants. 

b- en réponse à des facteurs externes 

*Hormones: 

Un exemple classique est la stabilisation des ARNm par les hormones. Les 

hormones stéroïdes peuvent stimuler directement la fréquence de transcription d'un gène, or, 

souvent, cette induction au niveau transcriptionnel se double d'un effet post-transcriptionnel de 

stabilisation des ARNm de ce gène. 

Les oestrogènes activent la transcription du gène de la vitellogénine et allongent 

considérablement la demi-vie des ARNm qui passe de 16 heures à 480 heures [31]. 

Les glucocorticoïdes et l'hormone tyroïdienne T3 augmentent la demi-vie de l' ARNm 

de l'hormone de croissance. Cette stabilisation s'accompagne d'un allongement de la queue 

poly (A) d'environ 100 résidus [163]. 
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L'hormone de croissance stabilise l' ARNm de la prolactine. 

*Réponse inflammatoire: 

La demi-vie des cytokines est beaucoup plus courte que la moyenne 30 

minutes à 2 heures. Leur stabilité augmente en réponse aux variations externes [72]. 

*Virus: 

De nombreux virus modifient considérablement la dégradation des ARNm. Ils 

se répliquent en détournant à leur profit la machinerie cellulaire et accélèrent la dégradation de 

la plupart des ARNm cellulaires, et ainsi, avec les ribosomes libres, ils synthétisent leurs 

propres ARNm (184]. 

c- autorégulation de la dégradation 

Certaines protéines semblent effectuer une autorégulation, en modifiant la 

concentration de leurs propres ARNm. 

*Histones 

Les histones augmentent la dégradation de leurs ARNm au stade du cycle de 

réplication cellulaire où la cellule n'a pas besoin d'histones [150]. 

Lorsque l'ADN est synthétisé au cours de la phase S, les gènes d'histones sont 

activés et les ARNm sont stables, de nombreuses histones sont formées mais la concentration 

en histones libres dans le cytoplasme reste constante car les protéines sont aussitôt associées à 

l'ADN. 

A la fin de la phase S, lorsque la synthèse d'ADN se termine, le noyau 

"absorbe" moins d'histones : les histones en excès se fixeraient spécifiquement à leur propre 

ARNm entraînant ainsi leur dégradation. 
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* Tubulines 

Les tubulines sont des protéines qui s'agrègent en microtubules assurant la 

séparation des chromosomes au cours de la mitose. L'autorégulation de la tubuline 

s'effectuerait dès la synthèse de la protéine. Leur abondance est régulée de façon inversement 

proportionnelle à la concentration en monomères libres de tubulines dans le cytoplasme [240]. 

* Récepteur de la transferrine 

La transferrine est une protéine qui fixe le fer et permet la capture du fer par les 

cellules. L'abondance de l' ARNm du récepteur de la transferrine est inversement 

proportionnelle à la concentration intracellulaire en fer [153]. 

d- cas particuliers des oncogènes, lymphokines et cytokines 

Les ARNm codant des protéines qui contrôlent le cycle cellulaire sont très 

instables, ils ont une demi-vie de 15 à 30 mn. L'instabilité constitutive de ces ARNm est liée à 

la présence d'une séquence de 30 à 80 nucléotides riches en A et U dans la région 3' non 

traduite. Cette instabilité est probablement essentielle à leur propre fonction puisque les 

protéines produites sont utiles pendant un temps limité au cours de la croissance [39, 191]. 

2- Les séquences de I'ARNm qui déterminent la demi-vie 

Toutes les régions de l'ARNm peuvent affecter le turnover [163] : 

a-la région 5' non traduite 

Un exemple est l'oncogène c-myc, 3 observations ont montré que la partie 5' 

détermine en partie la stabilité des ARNm : 

. I'exon 1 (non codant) est délété dans le rétrovirus possédant mye; 

. l'activation de c-myc en oncogène implique souvent une translocation qui supprime 

l'exon 1; 
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. certains de ces ARNm tronqués ont une stabilité supérieure. 

La modification de la partie 5' et la stabilisation résultante de l' ARNm semblent 

conduire à une production trop importante de protéines c-myc par les cellules des ganglions 

lymphatiques; ces cellules se répliquent anormalement et deviennent cancéreuses. Ces 

différentes observations ont conduit à montrer l'existence d'un élément déstabilisant (de taille 

supérieure à 500 bases) contenu dans la région 5' non traduite. 

b- la région codante 

La séquence de la région codante influence la demi-vie des ARNm, le plus 

souvent parce qu'influençant la traduction. La présence de mutations non sens modifient 

significativement la stabilité des ARNm. Cette déstabilisation est probablement liée à la 

terminaison prématurée de la traduction. De plus, l'importance de cette déstabilisation varie en 

fonction de la position de la mutation : une mutation localisée près de l'extrémité C-terminale 

déstabilise beaucoup moins l' ARN qu'une mutation dans la partie N-terminale, une mutation 

localisée près du site normal d'arrêt de la traduction donne un ARNm presque aussi stable que 

l' ARNm non muté. Par exemple, une mutation non sens dans le gène de la globine J3 de 

patients atteints de f3-thalassérnie diminue la stabilité de l' ARNm d'un facteur 40. 

Les caractéristiques de la région codante modifient la stabilité des ARNm, mais on 

. ignore encore par quel mécanisme. 

c- la région 3 'non traduite 

On a comparé les demi-vies d' ARNm apparentés : la globine J3 et la globine 8 

qui sont synthétisées dans les mêmes cellules. L' ARNm de la globine ô est dégradé quatre fois 

plus vite que l' ARNm de la globine J3, or ces deux ARN ont des régions 5' non traduites et 

codantes très proches (92% d'homologie), la principale différence se trouve dans leur région 

3'(50% d'homologie). 

Des expériences utilisant des cellules transfectées avec des gènes chimères ont montré 

que la région 3 'UTR peut influencer le turnover. En introduisant dans des cellules des gènes 

hybrides, la vitesse de dégradation des ARNm hybrides dépend de l'origine du segment 3' 
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présent: quand le segment 3' provient d'un ARNm stable, l' ARNm hybride est stable, quand le 

segment 3 'provient d'un ARNm instable, l' ARNm est instable. 

En fait, on a découvert que la stabilité de certains ARNm dépend de la proportion de 

deux nucléotides dans le segment 3 ', l'adénine et l'uracile : plus la proportion de ces 

nucléotides est élevée, plus l' ARNm est dégradé rapidement. 

Une séquence spécifique riche en A et U a été trouvée dans de nombreux ARNm 

instables, en particulier ceux qui codent pour les proto-oncogènes. On pense que ces séquences 

sont le site de fixation de facteurs agissant en trans qui modulent le turn-over. 

d-Ia queue poly(A) 

Les ARNm sont principalement dégradés par leurs extrémités, c'est à dire par 

des exonucléases. Du côté 5', la présence de la coiffe limite beaucoup la dégradation. Les 

exonucléases (3 '-5') vont commencer la dégradation en grignotant la queue poly(A). Cette 

dégradation peut être freinée par la formation d'un complexe poly(A) 1 protéines particulières 

dites P ABP ( Poly(A) Binding Protein), chaque P ABP se lie à 27 nucléotides. En étudiant le 

processus de dégradation de plusieurs ARNm, on observe que leur stabilité chute brusquement 

lorsque le nombre de A devient inférieur à une trentaine, dans ce cas, il y n'a plus de protéine 

P ABP fixée et la dégradation par les exonucléases peut progresser beaucoup plus vite. 

On a aussi observé que la stabilisation de certains ARNm est associée à l'allongement 

de la queue poly(A). Ainsi, la stabilisation de l' ARNm de l'hormone de croissance par les 

glucocorticoïdes s'accompagne d'un allongement de son poly(A) d'une centaine de résidus 

(voir ref259 du ln). 

Les protéines PABP stabiliseraient l'ARNm en protégeant la queue poly(A) contre les 

ribonucléases. Il serait important de savoir pourquoi les protéines P ABP ne protègent pas tous 

les ARN polyadenylés de la même façon. On suppose que les trois autres segments de l' ARN 

(région S'non traduite, partie codante, région 3' non traduite) modifient la fixation de la 

protéine sur la queue poly(A), ils modifient donc aussi la protection de l' ARNm contre les 

ribonucléases (figure 18). 
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FIGURE 18: Lien hypothétique entre les séquences déstabilisatrices des régions 3' non 
codantes et les protéines stabilisatrices PABP de la queue poly(A) [20]. 
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B- METHODOLOGIE 

Dans le but de démontrer le rôle possible d'un turnover extrêmement rapide des ARNm 

de mucines dans l'obtention du continuum, nous avons étudié la demi-vie de ces ARNm dans 

les cellules HT 29-MTX. 

Dans cette lignée mucipare, provenant d'un cancer du côlon, les gènes d'apomucines 

exprimés sont MUC 1, MUC 2, MUC 3, MUC 5AC et MUC 5B. Les ARN de MUC 4 et 

MUC 6 sont absents [139b]. 

De plus, dans cette étude, il avait été montré que les ARNm des différentes apomucines 

apparaissent à partir du 7ème jours de culture, le maximum d'expression étant observé entre le 

14ème et le 17ème jour de culture. 

162] : 

Les étapes de cette étude ont été fixées en référence à des protocoles déjà décrits [57, 

*après 16 jours de culture, un pool de cellules est récupéré, il constituera notre 

témoin; 

*de l'actinomycine D (Act D) est ajoutée au milieu. Au bout de 3 et 9 heures 

(dans l'expérience 1) et au bout de 3, 6, 9, 16 et 24 heures d'incubation (dans 

l'expérience 2), les cellules sont récupérées, l'ARN total du pool témoin et du 

pool Act D est extrait et analysé par Northern et Dot blets. 

(les détails méthodologiques sont indiqués dans le chapitre matériel et méthodes). 

L'aetinomycine D se lie à l'ADN, bloque le mouvement de l'ARN polymérase et donc 

inhibe la synthèse de l'ARN. 

Nous avons reproduit en parallèle cette expérience, en ajoutant une étape de pré­

incubation de 2 heures en présence de cycloheximide, avant l'addition d'actinomycine D. La 

cycloheximide bloque la réaction de translocation des ribosomes et donc empêche la 

traduction. 
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Nous attendions de cette étude de pouvoir ainsi visualiser au cours du temps le 

processus de dégradation des ARNm de mucines, c'est à dire de voir apparaître des produits 

intermédiaires du catabolisme des ARNm. 

En inhibant simultanément la transcription et la traduction, nous voulions mettre en 

évidence une éventuelle intervention de protéines stabilisatrices ou au contraire déstabilisatrices 

desARNm. 

Nous envisagions alors deux hypothèses : 

- un turnover rapide est responsable du continuum. Dans ce cas, le blocage de la 

transcription nous permet de visualiser au cours du temps, le processus de 

dégradation des ARN. En comparant les profils d'expression des temps les plus 

longs à ceux des temps les plus courts, le continuum se réduirait alors 

rapidement dans les petites tailles, alors que parallèlement le signal 

correspondant aux grandes tailles disparaîtrait. 

- l'obtention du continuum est indépendante d'un turnover rapide. Dans ce cas, 

on observerait, au cours du temps, une diminution homogène de l'intensité du 

continuum sans modification de sa qualité. 

C-RESULTATS 

Une première expérience réalisée avec 2 temps de contact avec de l'actinomycine D (3 

et 9 heures) a montré à la fois à TO, T3h et T9h, le même signal qualitatif associant un transcrit 

de haute taille et un continuum, et ceci avec l'ensemble des sondes étudiées : MUC 2, MUC 3, 

MUC SAC et MUC 5B. 

La taille moléculaire du transcrit majeur et l'étendue du continuum est identique dans 

les 3 expériences et conforme à celle déjà publiée [139b]. 

Une diminution homogène d'intensité du signal est observée à T9h (figure 19). 
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FIGURE 19 : Culture des cellules HT 29-MTX en présence d'actinomycine D (3 et 9 
heures): évolution du profil d'expression des ARNm de mucines en fonction 
du temps. 



97 

Cette expérience nous permet de répondre à la question du turnover des ARNm 

d'apomucines. Il apparaissait peu probable que cette hypothèse permette d'expliquer 

l'hétérogénéité apparente des ARNm d'apomucines. 

Pour vérifier ce résultat, il nous fallait le confirmer sur d'autres expériences et allonger 

le temps de contact avec l'actinomycine D pour calculer la demi-vie. 

Une deuxième expérience a été réalisée dans les mêmes conditions expérimentales mais 

étudiant cette fois-ci, 5 temps de contact de la culture avec de l'actinomycine D (3h, 6h, 9h, 

16h et 24h). 

Les Northem blots obtenus (figure 20) nous ont permis d'observer de la même façon 

une diminution d'intensité du signal progressive avec le temps, sans changement de répartition 

du signal entre masses moléculaires élevées et faibles. 

Néanmoins, dans cette expérience, le transcrit majeur était beaucoup plus faible dans 

tous les échantillons. 

Ce résultat confirme le précédent et objective une demi-vie élevée des ARNm en terme 

de comparaison des signaux. 

Cependant, le manque de reproductibilité dans la présence du transcrit majeur nous 

interrogeait et nous empêchait d'effectuer sur les Northem blots une analyse quantitative. 

L'analyse quantitative a été réalisée par la technique de dot blot, en utilisant un 

Phosphorlmager 445SI (Molecular Dynamics), chaque préparation ayant été analysée 3 fois. 

L'intensité des signaux d'hybridation détectée par l'appareil a été rapportée à celle donnée par 

l'ARNr 28S qui est représentative de la quantité réelle d'ARN transférée pour chaque dépôt sur 

la membrane. 

L'ARNm de référence quantitative ne pouvait être la f3-actine dont la demi-vie est trop 

brève par rapport à celle des apomucines. 

Le calcul de la demi-vie utilise le rapport signal du témoin (culture sans actinomycine 

D) sur le signal de l'ARN ribosomal28 S comme 100% de référence. 

La courbe de demi-vie établie pour chacune des apomucines étudiée est présentée sur la 
figure 21. 
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FIGURE 20: Culture des cellules HT 29-MTX en présence d'actinomycine D (3, 6, 9, 16 et 
24 heures) : évolution du profil d'expression des ARNm de mucines en 
jonction du temps 



9@9. 
DU 

LILLE I 

MUC2 0 "'on°l MUCJ 0 %n°l 
D% n"2 D •;. n"l 

120 

I Il. %n"3 llO Il. %n"3 110 
110 

l lOO 1! 100 1! 90 

" '' ~ 80 ê ! 80 : .. ~ 
= 

70 70 

i .. 60 ~ ... .... .. 60 

= 50 ~ 50 0 
1:>.. 40 ~ 0 40 

~ 30 I 
1:>.. 

~ 30 
20 20 
10 10 

0 • 
0 3 ' 9 u 24 0 3 ' ' 16 H 

heures heures 

MUC5AC 0 °/on°l MUC5B O%n°l 

120 

I 
D •;. n"2 0 •;. n"2 

Il. %n"3 
llO 

Il.. %n"3 110 
110 

100 1! 

~ i 
100 1! A 90 

~ 

î 
90 I 80 

l .. 80 

5 70 " Cil 70 ... 60 
.. .... 

~ = ! = 60 
0 50 

.. 
1:>.. ~ 50 ~ 40 ~ 8. 40 

30 30 
20 20 
10 10 

0 0 
0 3 ' ' H l4 0 3 6 ' u 24 

heures heures 
-
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Si l'on se réfère à la moyenne des 3 valeurs obtenues pour chacun des temps étudiés, le 

point 50%, c'est à dire la valeur de la demi-vie est lue à 13 heures pour MUC 2, 13 heures 

pour MUC 3, 16 heures pour MUC SAC et 16 heures pour MUC SB. 

L'efficacité de la préparation d'actinomycine D utilisée a été vérifiée grâce à l'étude du 

signal donné par la sonde c-myc, cet oncogène étant exprimé dans la lignée HT 29-MTX. Le 

signal n'a été perçu que dans la préparation cellulaire témoin, ceci est en accord avec sa demi­

vie courte d'environ 30 mn [57]. 

L'étude de la demi-vie des apomucines réalisée en associant dans le milieu de culture 

l'actinomycine D et la cycloheximide a montré des résultats identiques à ceux obtenus 

précedemment (figure 22). 

Ceci nous permet de penser que l'influence de la présence stabilisatrice ou 

déstabilisatrice de protéines n'est pas un élément essentiel capable de générer le phénomène de 

continum. 

Une autre analyse a pu être effectuée, l'étude de l'expression du gène MUC 1. La demi­

vie calculée en dot-blot est de 15 heures (figure 23B). 

L'étude de la demi-vie de MUC 1 a pu être également complétée par l'analyse de 

Northern blot (figure 23A). En effet, l'apomucine MUC 1 est exprimée dans la lignée HT 29-

MTX sous la forme de 2 ARNm de taille moléculaire 4 kb et 6,5 kb. 

L'analyse du rapport d'intensité des 2 transcrits aux différents temps a montré une 

constance parfaite indiquant donc que ces 2 transcrits ont la même demi-vie. 
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FIGURE 22 Etude de la stabilité des ARNm des gènes MUC 2, MUC 3, MUC 5AC et 
MUC 5B exprimés par la lignée HT 29-MTX en présence d'actinomycine D et 
de cycloheximide : calcul de la demi-vie. 
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FIGURE 23 A : Culture de cellules HT 29-MTX en 
présence d'actinomycine D (3, 6, 9, 16 et 24 heures): 
évolution du profil d'expression des ARNm du gène 
MUC 1 en fonction du temps. 

FIGURE 23 B : Etude de la stabilité des ARNm du 
gène MUC 1 exprimés par la lignée HT 29-MTX en 
présence d'actinomycine D: calcul de la demi-vie. 
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D- DISCUSSION 

L'étude du turnover des ARNm d'apomucines a montré une grande stabilité de ces 

ARNm avec une demi-vie très proche pour toutes les apomucines étudiées, que ce soit MUC 

2, MUC 3, MUC SAC ou MUC SB (demi-vie d'environ 13 ou 16 heures) ou MUC 1 (demi-vie 

d'environ 15 heures). 

Cette valeur obtenue est tout à fait en accord avec la demi-vie moyenne des ARNm 

comprise généralement entre 10 et 20 heures [ 163]. 

Dans la littérature, les ARNm réputés instables sont ceux codant les lymphokines, les 

cytokines et les proto-oncogènes et dont la demi-vie est inférieure à 1 heure [51, 163]. 

Nous avons aussi étudié la stabilité des ARNmde MUC 1 de façon à comparer le statut 

de cette apomucine possédant 2 transcrits bien définis à celui des autres apomucines. Cette 

expérience nous permettait également une comparaison avec la littérature. En effet, une seule 

étude relatant la mesure de la demi-vie de MUC 1 a été réalisée, utilisant les cellules MCF-7 

comme modèle [ 1]. 

Dans ces cellules, l'expression de MUC 1 est visualisée sous la forme de 2 transcrits de 

taille 4,5 et 7 kb. 

Ce travail conclut à des demi-vies différentes des 2 transcrits, 11 heures pour le 

transcrit de 7 kb et 26 heures pour le transcrit de 4,5 kb. Ce résultat est surprenant puisque les 

2 transcrits visibles en Northern blets correspondent aux variations alléliques de type V.N.T.R. 

Par ailleurs, il nous semble que le transcrit de 7 kb puisse être sous-estimé en raison de sa 

grande taille, ce qui peut se traduire par une demi-vie diminuée. 

On ne peut néanmoins pas exclure que la demi-vie de MUC 1 puisse varier d'une cellule 

tumorale mammaire (MCF-7) à une cellule tumorale colique (HT 29-MTX). 
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Nous concluons donc de ce travail que l'hétérogénéité de signal des ARNm de mucines 

n'est pas en relation avec une instabilité particulière à ces transcrits. 

Nous observons également une demi-vie très proche pour tous les ARNm des 

apomucines étudiées, qu'elles correspondent à des mucines membranaires ou sécrétées et 

quelle que soit leur structure ou la localisation chromosomique des gènes. 

III PREPARATION DE L'ARN NUCLEAIRE, POLYSOMAL 
ET CYTOPLASMIQUE 

A- GÉNÉRALITÉS 

Au cours d~ ce travail, nous avons cherché à savoir si le continuum d'ARNm exprimés 

par les apomucines correspondait à un mélange d'ARN immatures de grande taille, d'ARN 

biologiquement actifs dans la traduction et d'ARN en cours de dégradation, de plus petite 

taille. 

Nous avons donc préparé un fractionnement cellulaire de muqueuse colique humaine 

nous permettant d'analyser séparément l'ARN nucléaire, l'ARN polysomal et l'ARN 

cytoplasmique. 

B- MÉTHODOLOGIE 

Cette mise au point technique s'est avérée très délicate. Dans la littérature, chaque 

protocole nécessite d'être adapté précisément au tissu étudié. De plus, le nombre d'étapes entre 

l'homogénéisation du tissu et la réalisation du Northem blot est important, de nombreuses 

précautions doivent être prises pour préserver la qualité de l'ARN. C'est pourquoi, toutes les 

expériences ont été optimisées de façon à raccourcir au maximum les temps analytiques et 



105 

éviter d'interrompre la chaîne du froid (toutes les manipulations ont été réalisées en chambre 

froide). 

Après confrontation de nombreux protocoles, nous en avons sélectionné deux [242, 

131 ], le premier parce qu'il décrivait la préparation de polysomes à partir de muqueuse 

gastrique de rat, tissu proche du nôtre; l'autre parce qu'il décrivait précisément l'obtention des 3 

fractions nucléaire, polysomal et cytoplasmique, alors que le plus souvent dans la littérature, 

seule la fraction polysomale est étudiée. 

Au cours des premiers essais, nous avons été confrontés à des dégradations massives de 

l'ARN contenu dans les 3 fractions. Une grande partie de ce travail a consisté à rechercher les 

inhibiteurs de RNases les mieux adaptés à notre étude. Nous avons testé successivement et à 

des concentrations variables, la bentonite, l'héparine (de différentes marques), le f3-

mercaptoéthanol et la RNasine (naturelle et recombinante). Des associations diverses ont été 

expérimentées, 1e meilleur résultat a été obtenu en associant du f3-mercaptoéthanol (à faible 

concentration) et de la Rnasine recombinante (1 U/J.ll). 

Le protocole finalement mis au point comporte les grandes étapes suivantes : 

- homogénéisation du tissu à l'aide d'un Potter-Elvehjem qm entraîne 

l'éclatement des cellules, cependant la structure nucléaire est maintenue; 

- centrifugation qui permet de récupérer les noyaux : le culot de noyaux (et de 

gros débris cellulaires) est récupéré pour l'extraction de I'ARN nucléaire; 

- récupération du surnageant et dépôt sur un coussin de sucrose. Après 

ultracentrifugation, le culot contient I'ARN polysomal et le surnageant I'ARN cytoplasmique. 

Enfin, l'ARN est extrait de ces 2 fractions. 

L'intégrité de l'ARN des 3 fractions est contrôlée en Northern blot à l'aide de la sonde 

f3-actine. 

Une vingtaine d'expérimentations modifiant peu à peu les paramètres ont été réalisées 

d'abord sur de la muqueuse trachéale de porc, et enfin, lorsque le témoin d'intégrité des ARNm 

a été satisfaisant, sur de la muqueuse colique. 

Nous avons pu proposer un protocole précis optimisé pour ce matériel biologique 

décrit précisément dans la partie "Matériel et Méthodes". 
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C-RESULTATS 

Dans toutes les expériences réalisées, même lorsque la qualité du signal f3-actine a été 

considérée comme très satisfaisante au regard de ce qui pouvait être présenté dans la littérature 

(figure 24), le signal hétérogène précédemment observé à propos des apomucines humaines 

étudiées en Northern blot a été retrouvé à l'identique dans toutes les préparations, c'est à dire 

dans les fractions "ARN nucléaire", "ARN polysomal" et "ARN cytoplasmique". L'étendue du 

signal était comparable à celle observée dans le témoin "ARN total" pour chaque préparation. 

Il apparaissait donc impossible de discriminer dans le continuum de transcrits 

d'apomucines, les transcrits biologiquement actifs dans la traduction, eux-mêmes apparaissant 

aussi hétérogènes que ceux des autres fractions. 

Nous avons comparé nos résultats avec ceux obtenus par Feyt et Coll. [77], à propos 

d'un modèle intéressant, celui des transcrits multiples de l'IGF-1. En effet, ces transcrits 

multiples issus d'épissages alternatifs complexes conjugués à des sites multiples de départ de 

transcription et de polyadénylation, donnent en Northern blot l'image d'un continuum compris 

entre 0,8 et 7,5 kb (figure 16). Dans ce travail, une comparaison en Northern blot de la 

fraction d'ARN total aux fractions d'ARN polysomal et cytoplasmique a été réalisée également. 

Cette étude montre une différence de répartition quantitative des différents transcrits entre les 

fractions. L'espèce de plus grande taille moléculaire est peu visible dans la fraction polysomale, 

les espèces ayant une région 3' non codante courte sont très représentées dans la fraction 

polysomale, alors que ceux ayant une région 3' non codante longue sont peu présents. 

D- DISCUSSION 

Les informations apportées par cette série d'expériences sur les ARNm d'apomucines 

sont tout à fait en accord avec celles découlant de l'étude de la demi-vie. 
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FIGURE 24 : Analyse par Northern blot des ARN d'apomucines correspondant au 
fractionnement cellulaire de muqueuse colique humaine. 
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Les ARNm d'apomucines apparaissent stables et en tout cas, il est impossible de 

discriminer par la taille, les transcrits "efficaces" dans la traduction de la fraction polysomale, 

d'autres transcrits, immatures stockés en réserve dans le noyau ou de transcrits dégradés 

susceptibles d'être retrouvés dans la fraction cytoplasmique. L'hétérogénéité observée en 

Northern blot semble donc totalement indépendante du turnover. 

Etant donnée la difficulté technologique à réaliser dans des conditions d'intégrité 

parfaite le fractionnement cellulaire des ARNm, on ne peut exclure que le continuum observé 

pour les apomucines ne reflète pas, pour une part, une possible dégradation, même si le signal 

actine apparaît correct. Néanmoins, lorsque l'on compare le profil du continuum dans la 

fraction ARN total à celui des différents fractions cellulaires, on observe pour un signal de 

même intensité, la même étendue, ce qui nous laisse penser que les fractions cellulaires n'ont 

pas subi de dégradation massive. 

Dans notre cas, la parfaite homogénéité des résultats dans les différentes fractions 

permet de penser qu'aucune raison fonctionnelle, visible en étudiant la stabilité ou la taille des 

messagers, n'est associée à cette notion d'hétérogénéité. 

Nous avons donc recherché ensuite des causes artéfactuelles à l'hétérogénéité 

apparente des ARNm d'apomucines. 
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IV RECHERCHE D'ANOMALIES DE MIGRATION AU COURS DE 
L'ELECTROPHORESE ADAPTATION DE LA TECHNIQUE 
D'ELECTROPHORESE EN CHAMPS PULSES AUX ARN. 

Envisageant maintenant des causes artéfactuelles à l'hétérogénéité observée après 

électrophorèse des transcrits d'apomucines, deux propriétés spécifiques aux mucines nous ont 

interpellée : 

- l'existence de longs domaines répétitifs susceptibles de perturber le 

comportement électrophorétique des ARN; 

- une taille moléculaire supposée élevée des ARN des apomucines MUC 2 à 

MUC 6 , en rapport avec la biosynthèse de macromolécules. 

Ces deux hypothèses nous ont intéressés dans la mesure où nous avons pu remarquer 

que des profils d'expression différents pouvaient être obtenus à partir d'une même préparation 

d'ARN, simplement en faisant varier le voltage et le temps d'électrophorèse. Ceci se traduisait 

par l'individualisation plus ou moins nette de bandes discrètes dans le profil et une étendue 

variable du continuum, et ceci, quel que soit le système électrophorétique retenu, utilisant le 

glyoxal ou la formamide comme agent dénaturant (Matériel et Méthodes p154, 155). 

Nous avons donc penser étudier la séparation des ARN de mucines dans un tout autre 

système électrophorétique, si possible performant pour analyser de grandes tailles moléculaires. 

Ceci nous a amené à utiliser la technique d'électrophorèse en champs pulsés, jusque là réservée 

à l'analyse de grands fragments d'ADN. 

A- GÉNÉRALITÉS 

Les techniques classiques d'électrophorèse sont fondées sur l'effet tamisant du support 

solide utilisé (gel d'agarose ), les molécules d'ADN ou ARN sont d'autant plus freinées dans 

leur migration qu'elles sont plus grandes. La distance de migration de la molécule est donc 

proportionnelle à sa taille. Avec une concentration d'agarose d'environ 1%, la porosité du gel 

est inférieure à un micron, alors que la longueur d'une molécule d'ADN de 50 kb complètement 
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étirée est d'environ 18 microns. Au moment où le champ électrique est établi, les gros 

fragments d'ADN (d'une taille supérieure à 20 kb ) sont capables de subir une certaine 

déformation leur permettant de pénétrer par "reptation" dans les pores du gel. Celle ci ne 

permet qu'une progression très lente et surtout non proportionnelle à la taille du fragment. Les 

tailles des fragments qu'il est possible de séparer en électrophorèse classique sont donc 

comprises entre 0,5 et 20kb. 

L'électrophorèse en champs pulsés (PFGE) a été développée par Schwartz et Cantor 

[193] en 1984 afin de séparer les grands fragments d'ADN (supérieures à 50kb) que 

l'électrophorèse classique ne permet pas de résoudre. 

Le principe de l'électrophorèse en champs pulsés consiste non pas à changer la nature 

du support (agarose) mais à changer la nature du champ électrique : alors que dans 

l'électrophorèse classique, le champ électrique unidirectionnel est continu, dans l'électrophorèse 

en champs pulsés, deux champs électriques orientés dans deux directions différentes sont 

appliqués de façon alternative. A chaque changement d'orientation du champ électrique, la 

molécule d'ADN doit se réorienter parallèlement au nouveau champ électrique. La vitesse de 

réorientation de la molécule est directement proportionnelle à sa taille. Lorsque le champ 

électrique est rétabli dans son sens initial, .la molécule doit se réorienter à nouveau. L'addition 

de ces temps de réorientation provoquent un retardement de la migration de la molécule, ce 

retardement est proportionnel à sa taille. La vitesse de migration étant la même pour toutes les 

molécules de grandes tailles, leur distance de migration dépendra de leur vitesse de 

réorientation et donc de leur taille. 

La durée d'application du champ électrique dans une direction donnée (la durée du 

pulse) a donc deux composantes : l'une de réorientation, au cours de laquelle on peut 

considérer que la molécule ne migre pas, et l'autre de migration proprement dite. Le choix du 

temps de pulse est donc important pour séparer les molécules d'ADN désirées. On règle ce 

temps de pulse en fonction de la taille de la molécule à séparer, ce temps sera d'autant plus 

long que la taille des molécules à séparer est grande. 
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B- MÉTHODOLOGIE 

Cette technique a été décrite exclusivement pour l'ADN, c'est pourquoi cette partie de 

travail de thèse a nécessité une adaptation, surtout dans son étape pré-analytique de 

préparation de l'échantillon. 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le groupe de J.P. Kerkaert de l'unité 

INSERM n° 124. 

Parmi les différents types d'électrophorèse en champs pulsés, nous avons utilisé la 

technique CHEF (Contour-clamped Homogeneous Electric Field). Le champ électrique est 

homogène, six groupes de quatre électrodes sont disposées hexagonalement créant ainsi des 

angles de réorientation de 120°. Un séparation proportionnelle à la taille est obtenue sur la 

quasi-totalité de la migration. 

La source d'ADN dans le cas du PFGE est constituée des cellules elles-mêmes 

(leucocytes circulants du sang ou cellules en culture), de façon à éviter .les coupures 

mécaniques de l'ADN par les manipulations. 

Dans notre cas précis, nous voulions travailler de façon analogue en utilisant comme 

source d'ARN les cellules HT 29-MTX, en imaginant un protocole de purification de l'ARN à 

partir des cellules incluses dans le bloc d'agarose et qui associait protéinase K, Dnase-RNase 

free et inhibiteurs de RNases. 

Nous ne sommes pas parvenus à obtenir une purification suffisante de l'ARN lui 

permettant de sortir des cellules sous l'action du champ électrique (rétention de l'ARN à des 

tailles élevées signifiant la contamination par de l'ADN). 

Nous avons donc analysé par cette technique, des préparations d'ARN réalisées selon la 

méthode de référence [Matériel et Méthodes p150], à partir de cellules HT 29-MTX en 

culture. 

Nous avons optimisé les conditions électrophorétiques pour des tailles attendues 

d'ARNm comprises entre 5 et 30 kb. 
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C-RÉSULTATS 

Nous avons obtenu deux types de résultats selon qu'il s'agissait de l'analyse de tissus ou 

de cellules. 

Dans le cas de tissus, le même continuum précédemment observé dans les conditions 

électrophorétiques conventionnelles a été retrouvé quelle que soit la sonde de mucine étudiée 

(figure 25A). Par contre, dans le cas des cellules HT 29-MTX, les préparations donnant un 

profil en continuum associé à une bande très faible sur gel conventionnel permettaient en 

analyse en PFGE d'obtenir une meilleure résolution d'un transcrit unique avec les sondes 

MUC 2, MUC 3, MUCS AC et MUC SB d'environ 13 kb (figure 25B). 

D- DISCUSSION 

Le système d'électrophorèse PFGE adapté aux grandes tailles nous a permis d'obtenir 

une meilleure résolution d'un transcrit unique de MUC 2, MUC 3, MUC SA.C et MUC SB, 

dans les cellules HT 29-MTX. Ceci nous permettait tout à fait de considérer que le continuum 

était du à une cassure mécanique de ce transcrit de grande taille dans les cellules HT 29-MTX. 

Dans le cas des tissus, iL nous a semblé que la technique globale d'extraction et de 

purification des ARN devait être revue avant de conclure. 

V HYPOTHÈSE D'UNE EXTRÊME FRAGILITÉ DES ARN 
D'APOMUCINES MUC 2 à MUC 6 

Nous envisageons alors l'hypothèse d'une dégradation des ARN de mucines MUC 2 à 

MUC 6, au cours de l'extraction et la purification des ARN totaux à partir de tissus. Cette 

dégradation concernerait alors uniquement les grands ARN puisque le témoin d'intégrité, la 

sonde !3-actine, montre systématiquement une bande nette. 

- ~- ---------~· - ---
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A A B B 

A :ARN de muqueuse colique B :ARN de cellules HT 29-MTX 

MUC2 MUC2 

FIGURE 25 :Analyse de l'expression des gènes de mucines par la technique 
d'électrophorèse en champs pulsés. 

- -- --~ 
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A- METHODOLOGIE 

Nous avons successivement analysé chaque étape du protocole et nous l'avons modifié 

pour l'optimiser. 

Nous avons tenté de mettre au point une technique "douce" de préparation des ARN. 

Cette mise au point technique a consisté, à partir de la technique utilisée habituellement, 

à éliminer toutes les étapes susceptibles d'entraîner une dégradation mécanique de grands 

ARN: 

- l'étape de broyage avec un homogénéiseur de tissus est supprimée. Les cellules ou le 

tissu sont broyés au pilon sous azote liquide dans un mortier, jusqu'à l'obtention d'une 

poudre fine. Puis du tampon GT est ajouté et est mélangé à la poudre toujours sous 

azote liquide. Lorsque le mélange est bien homogène, l'échantillon est transvasé dans 

un tube stérile et est dégelé très progressivement (avant d'être déposé directement sur 

le coussin de CsCl). 

- les passages de l'homogénat à travers l'aiguille d'une seringue utilisés dans le but de 

diminuer sa viscosité sont éliminés. Ces passages à travers des aiguilles de diamètres 

décroissants ont pour but de casser l'ADN afin d'éviter qu'il ne traverse le coussin de 

chlorure de césium et vienne contaminer l'ARN. Puisque cette étape casse l'ADN, de 

grands ARN pourraient également être dégradés; 

-toutes les étapes de mélange au "vortex" sont aussi supprimées afin d'écarter toute 

cassure de grandes molécules. 

- les pipetages sont réalisés avec des pipettes conventionnelles à usage unique et à large 

ouverture, et très délicatement (éviter les pipettes Pasteur et les pipettes automatiques). 
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B- RESULTATS 

Ce protocole a été adapté à l'étude de tissus, puisque dans ce cas, seuls des continuums 

avaient été obtenus, et ceci de façon reproductive. 

L'électrophorèse, le transfert et l'hybridation sont réalisés comme précédemment 

(Matériel et Méthodes pl 54, 156). 

Le résultat obtenu est présenté dans la figure 26. 

Pour la première fois, à partir de tissus, et de façon reproductive, une bande très nette 

est obtenue avec toutes les sondes, qui conjoncture que la dégradation des ARN au cours de 

leur préparation est la cause majeure du signal hétérogène. 

De plus, on remarque que l'intensité du continuum est beaucoup plus faible, ce qui 

montre également que la dégradation a été moins importante. 

La bande et le continuum sont donc liés : lorsque la bande est nette, le continuum est de 

faible intensité. Lorsque la bande est absente, le continuum est de forte intensité (pour des 

quantités d' ARN et des temps d'exposition autoradiographique équivalents). 

Pour améliorer encore la qualité du signal, nous avons testé d'autres modifications de 

paramètres : 

1-Essais de lavages stringents 

Nous avons ensuite cherché à vérifier si à ce stade, la qualité du signal pouvait encore 

être améliorée par la stringence des lavages post-hybridation. 

Plusieurs lavages de plus en plus stringents, c'est à dire en augmentant la température, 

ont été réalisés. 

La température de lavage utilisée habituellement pour éliminer l'excès de sonde est 

Des lavages à 70 oc et à 75°C montrent que le profil obtenu est toujours le même : on 

observe alors une diminution proportionnelle de l'intensité du continuum et de la bande 

(figure 27). 

- - ----- _..._. - - -
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dépôts 

MUC2 

Lavage à 65°C 

FIGURE 26 : Northern blot réalisé à partir d'ARN préparé dans les conditions "optimisées" 
(muqueuse colique humaine). 
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dépôts --

MUC2 

Lavage à 75°C 

FIGURE 27 : Northern blot réalisé à partir d'ARN préparé dans les conditions "optimisées" 
(muqueuse colique humaine). 
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2- Electrophorèse avec des quantités décroissantes d'ARN 

Nous avons cherché à atténuer les anomalies de comportement électrophorétiques 

précédemment signalées à propos du chapitre PFGE, c'est à dire des variations peu maîtrisées 

d'une électrophorèse à l'autre, peut-être imputable à des interactions moléculaires? à la 

structure répétitive? à des difficultés de dénaturation? 

Pour cela, nous avons testé des concentrations décroissantes d'ARN par puits. Nous 

nous demandions alors si en diminuant la quantité d' ARN déposée, il était possible de favoriser 

l'individualisation de la bande par rapport au continuum. 

Le résultat obtenu est présenté dans la figure 28. 

On observe une diminution proportionnelle de l'intensité de la bande par rapport au 

continuum. L'obtention du continuum n'est donc pas due à des quantités trop importantes de 

matériel dans les puits qui entraînerait alors une anomalie de migration par défaut de 

dénaturation. 

3- Variations des paramètres de l'électrophorèse 

L'optimisation du signal est obtenue avec les conditions suivantes : agarose 0,9% et une 

migration à 30 volts pendant 16 heures. 

4- Le transfert 

La taille des ARNm de mucines semblait donc inhabituelle (supérieure à 13 kb). Nous 

avons donc envisagé d'optimiser également les conditions de transfert de l' ARN sur la 

membrane de nylon : le rendement de transfert pouvait être plus faible pour de grands ARN 

que pour des ARN de taille habituelle, ainsi l'intensité du continuum serait en réalité surestimée 

par rapport à celle de la bande, puisque l' ARN de grande taille serait mal transféré. 



0,5 1 2,5 5 10 15 f.lg 0,5 1 2,5 5 10 15 J.lg 
dépôts - dépôts -

,-
Autoradiographie : 3 heures Autoradiographie : 24 heures 

MUC2 

FIGURE 28 : Nothern blot réalisé à partir de différentes concentrations d'ARN 
(muqueuse colique). 
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D'après Sambrook [189], pour étudier des ARNm de taille supérieure à 2,5 kb, le gel 

d'électrophorèse peut être pré-traité, avant le transfert sur membrane, dans de la soude 0,05N 

pendant 20 minutes. Ce traitement a la propriété d'introduire des coupures partielles dans 

l' ARN et ainsi de faciliter son transfert à travers le gel. 

Nous avons donc introduit cette étape d'hydrolyse partielle telle qu'elle est décrite: le 

même échantillon d' ARN, préparé dans les nouvelles conditions dites "douces" a été transféré 

avec ou sans le traitement préalable à la soude. Les résultats sont présentés dans la figure 29. 

Dans l'échantillon pré-traité à la soude, l'intensité de la bande est nettement plus 

importante que dans l'échantillon non traité à la soude. 

Ces modifications techniques nous permettent donc de montrer que les- ARNm de 

mucines sont très grands. L'intensité du continuum devient alors très faible voire négligeable, 

mais semble difficile à éliminer entièrement. S'agit-il d'une sensibilité spécifique aux ARN 

d'apomucines, due peut-être à leur structure répétitive ou est-elle commune à tous les ARN de 

taille équivalente? 

5- Confirmation de nos résultats 

Nous avons cherché dans la littérature si d'autres ARNm d'une taille supérieure à 13 kb 

avaient déjà été décrits. Cette recherche nous a montré que des ARN de cette taille sont très 

rares. Le transcrit du gène de l'apolipoprotéine B (ApoB) fait partie de cette petite "famille". 

Pour vérifier ce travail, nous avons donc utilisé la sonde correspondant à l' ApoB 

(American Type Culture Collection N°57699) la taille de l'ARNm est parfaitement connue : 

l'ADNe a été entièrement séquencé par plusieurs auteurs [45, 49, 137], sa taille est de 14,1 kb. 

L' ARNm de l' Apo B est donc considéré comme un grand ARN et constitue donc pour notre 

travail de thèse un témoin de confirmation de nos résultats. De plus, le gène de 

l'apolipoprotéine B s'exprime dans l'intestin grêle, tissu qui synthétise également les mucines 

MUC 2, MUC 3 et MUC 4. 
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Sans transfert à la soude Avec transfert à la soude 

MUC2 

FIGURE 29 : Northern blot réalisés avec ou sans transfert à la soude. 
(muqueuse colique). 
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A partir d'un échantillon d'intestin grêle (tissu qui exprime certains gènes de mucines 

ainsi que l' ApoB), 2 préparations distinctes d' ARN ont été réalisées : 

-une préparation d' ARN" classique"; 

-une préparation d' ARN dite" douce" et transfert à la soude. 

Les 2 Northem blets correspondant aux 2 préparations ont été hybridés avec 2 sondes : 

la sonde de mucine MUC 3 qui est le gène le plus exprimé dans l'intestin grêle et la sonde de 

l'ApoB. 

Les résultats sont présentés dans la figure 30. 

Le Northem blot dont l' ARN a été préparé classiquement, montre comme prévu un 

continuum avec la sonde de mu cine MUC 3. De même, la sonde ApoB hybridée sur ce même 

Northem blot montre elle aussi un continuum homogène identique à celui obtenu avec la sonde 

de mucine. 

Le Northem blot dont l' ARN a été préparé dans les conditions mises au point lors de 

notre travail de thèse montre une bande nette avec la sonde de mu cine MUC 3. 

L'hybridation de ce même Northem avec la sonde ApoB montre également une bande 

nette. 

L'hybridation de la sonde AIJoB apporte donc la confirmation de nos résultats: le 

continuum est du à une dégradation massive et spécifique de grands ARN et non spécifique des 

ARN d'apomucines. 

Ce résultat est en accord avec la présence, mais inconstante, de transcrits relatés 

antérieurement dans des lignées cellulaires en particulier dans les lignées cellulaires HT 29-

MTX [139b], et plus récemment, en 1996, dans d'autres lignées de carcinomes coliques : 

COLO 205, LS174T, SW1116 et LoVo [15]. 

---+ Les transcrits des gènes de mucines sont tous très grands, ils ne sont pas 

hétérogènes, le continuum observé est du à une dégradation massive et spécifique des ARN 

de grandes tailles au cours de leur préparation. 
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MlJC3 ApoB 

Préparation d'ARN "classique" 

MUC3 ApoB 

1 2 1 

• 
' Préparation d'ARN "optimisée" 

..... 
FIGURE 30 : Comparaison des profils d'expression en Northern blot obtenus avec les sondes 

MUC 3 et A po B en fonction de la qualité de la préparation utilisée. 

2 
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VI SÉLECTION DES ARN POL Y (A) 

Considérant que les ARNm de MUC 2 à MUC 6 sont de grande taille, il nous a paru 

nécessaire de reconsidérer l'étape de sélection des ARN poly(A+> qui est recommandée en 

préalable à l'étude des messagers en Northem blot. Cette étape réalise une affinité entre la 

queue poly(A) dont sont généralement pourvus les ARNm et une matrice supportant des bras 

pol y dT. Elle permet d'éliminer les ARN ribosomaux, source d'artéfacts dans l'analyse des 

transcrits dont la taille correspond à celle de l'ARNr 28S et celle de l'ARNr 18S. 

* Lorsque la purification des ARN poly(A+) est effectuée à partir d'une préparation 

d'ARN totale dite" classique", le même profil hétérogène est obtenu en Northem blot lors de 

l'analyse de la fraction poly(A+ ) (figure 31), quelle que soit la méthode de sélection des 

poly(A+ )utilisée (affinité sur colonne d'oligodT cellulose ou affinité sur billes magnétiques). 

On remarque néanmoins, en comparant le signal obtenu avec la sonde 13-actine, que la 

sélection des ARN poly(A+) d'apomucines s'effectue avec un rendement très diminué par 

rapport à des ARNm de petite taille comme par exemple la 13-actine. 

* Lorsque la purification des ARN poly(A+) est réalisée à partir d'une préparation 

optimisée d'ARN totaux, on voit apparaître des transcrits d'apomucines visibles à la même 

distance de migration que sur la préparation d'ARN correspondante (figure 31). Néanmoins, 

1) le rendement de sélection est également très médiocre (signal 13-actine), 2) il est irrégulier, 

sur certaines préparations, il est impossible de réussir à sélectionner les transcrits; 3) il est 

sélectif, sur certaines préparations comportant 2 transcrits dans la fraction ARN total, un seul 

est sélectionné par affinité, et il s'agit du plus petit. 

Nous concluons donc que l'étape de sélection des ARN poly(A+) est peu recommandée 

lorsqu'elle s'applique- aux grands ARNm : le rendement est beaucoup trop faible, une sélection 

de transcrits peut s'effectuer avec une perte d'informations sur le Northern blot. 

Plusieurs hypothèses peuvent être formulées : 

- cassures mécaniques occasionnées par une étape supplémentaire de purification 

- difficulté à réaliser une affinité suffisante si l'ARN est de trop grande taille par rapport 

à celle de la queue poly(A). 
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Cl a. Opt. Cl a. Opt. Cl 

autoradiographie 2 jours 

MUC4 

AC TINE 

FIGURE 31 : Sélection des ARN po/y A+ d'apomucines. 
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A B 

Op Cl Op 

< 

autoradiographie 7 jours 

A, B : individus A et B 
Cla. : technique "classique" 
Opt. :technique "optimisée" 
T: ARNtotal 
A+: ARN polyA+ 



VII TAILLE DES ARNm DE MUCINES 

1- Profil obtenu en Northern blot 

En réunissant toutes les modifications techniques adaptées à l'étude de grands ARN : 

- purification 

- paramètres de l'électrophorèse 

-transfert 
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des Northern blets ont été réalisés à partir de tissus différents et provenant de 7 

individus, dans le but d'étudier les ARNm des différents gènes de mucines (MUC 2 à MUC 6). 

Les résultats sont présentés dans la figures 32-33-34. 

On observe que quelle que soit la sonde et quel que soit le tissu, on obtient uniquement 

1 ou 2 transcrits dont la taille varie en fonction des individus, excepté MUC 5B où seul un 

transcrit de même taille est présent chez tous les individus. 

2- Taille des ARNm de mucines 

a- problèmes rencontrés pour 1 'étalonnage : 

L'étalonnage habituel des gels d'électrophorèse est réalisé grâce à un marqueur 

de taille constitué d'un mélange de six ARN synthétisés in vitro à partir d'ADN de phage À. 

dont les tailles sont 0,24/ 1,35/ 2,37/ 4,40/ 7,46 et 9,49 kb. L'établissement de la droite 

d'étalonnage est réalisé. Cependant, nous nous trouvons confrontés au fait les tailles des ARN 

des apomucines étudiées sont largement au delà de la courbe. Il faut donc travailler par 

extrapolation. 
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Tissus 

Individus 

1 
~ 

28S-

18S-

• 

MUC2 MUC3 

FIGURE 32 : Polymorphisme des ARNm des gènes MUC 2 et MUC 3 
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fO)<§'~ ~~~ ~~(l; ~~(l; r~fO)~ r~~ ~~fO)~ r~fO)~ 
~~ ~~ ~ ~~ G~ GfO) GfO) GfO) Tissus 

Individus 12 2 3 4 56 7 

28 

MUC4 MUC5AC 

FIGURE 33 :Polymorphisme des ARNm des gènes MUC 4 et MUC 5AC 
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Tissus 

Individus 

,,, 

temps plus _____1.. 
court d'autoradiographie 

MUCSB MUC6 

FIGURE 34 : Polymorphisme des ARNm des gènes MUC 5B et MUC 6 
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Pour vérifier si cette façon de procéder est valable, nous avons de nouveau 

utilisé la sonde ApoB, dont la taille de l'ARNm est connue: 14,1 kb. Nous avons calculé la 

valeur correspondant à l'ApoB par extrapolation de notre courbe, elle est de 22 kb. Ceci 

démontre que les droites d'étalonnage habituellement tracées ne sont pas utilisables dans le cas 

d'ARN de taille supérieure à 9,S kb. 

Nous proposons une nouvelle droite d'étalonnage tracée en utilisant 3 points : les 

distances de migration de la Pactine, de l' ARNr 28S et du transcrit de l' ApoB. 

b- résultats 

La droite d'étalonnage nous a permis de déterminer la taille des ARNm des 

gènes de mucines MUC 2, MUC 3, MUC 4, MUC SAC, MUC SB et MUC 6. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 7. 

Les ARNm de mucines sont tous très grands de 14 à 20 kb environ. 

3- Questions posées 

Nos résultats montrent que : 

-la taille des ARNm pour un gène donné peut varier d'un individu à un autre; 

-d'autre part, pour certains gènes et dans certains tissus, 2 bandes sont visibles, 

dans ce cas, elles ont toutes les deux la même intensité. 

Ces résultats suscitent plusieurs interrogations : 

-chez certains individus, une bande unique est visible, dans d'autres, on observe 

2 bandes nettes et de même intensité, ces 2 bandes correspondent-elles aux 2 allèles ? 

- pour plusieurs gènes de mucines, il a été montré un polymorphisme de type 

V.N.T.R., les différences de taille des ARNm d'un même gène, d'un individu à un 

autre, correspondent-elles à ce polymorphisme? 
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TISSU bronche fu nd us antre colon colon colon colon 
antre 

SUJET A B c D E F G 
GENE 

MUC2 16 16 16 16 15,5 
14 15 

MUC3 17,5 17 17 
16 

MUC4 18,5 22 19 22 18 
18 16,5 18 

MUCSAC 17 17 18 

MUCSB 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 

MUC6 17,5 18 
16,5 

TABLEAU 7: Tailles (en kb) desARNm desapomucinesMUC 2 àMUC 6. 
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Pour répondre à la première interrogation, nous avons testé : 

-des temps de migration d'électrophorèse plus longs et à plus haut voltage dans 

les conditions conventionnelles, pour tenter de mieux séparer d'éventuels transcrits de 

tailles moléculaires proches (figure 35-36); 

- une migration électrophorétique en champs pulsés dans les conditions décrites 

précédemment (figure 37). 

Il a ainsi été possible, en augmentant la durée de l'électrphorèse, dans certains cas, alors 

que dans des conditions classiques une bande épaisse et unique était visible, de séparer 2 

transcrits de tailles très proches, et toujours de même intensité (figure 35-36). Ces conditions 

électrophorétiques de type conventionnel nous ont paru parfaitement adaptées à l'étude du 

polymorphisme interindividuel. 

L'électrophorèse en champs pulsés confirme ces résultats mats n'apporte pas une 

résolution nettement supérieure (figure 37). 

Il semble donc que ces 2 bandes correspondent bien aux 2 allèles et non à 2 transcrits 

différents issus du même gène. Cette hypothèse a été vérifiée ensuite : 

VII ETUDE PRELIMINAIRE DU POLYMORPHISME 

La taille des ARN est-elle en relation avec le polymorphisme al_lélique de type 

V.N.T.R.? 

1- Southern blot 

Au laboratoire, l'étude de deux gènes est bien avancée : MUC 4 et MUC 5B. Dans la 

littérature, seule une partie de l'organisation du gène MUC 2 a été décrite. 
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Individus 1 2 2 3 4 5 6 7 1 2 2 3 4 5 6 7 

Migration "normale" Migration "longue" 

MUC4 

FIG URE 35 : Optimisation des conditions électrophorétiques en vue de l'étude du 
polymorphisme des ARNm de MUC 2 à MUC 6 : augmentation du temps 
d'électrophorèse. 



Individus 1 2 2 3 4 5 6 7 1 2 2 3 4 5 

.. .,.. ".'.>.·· .... ,1.·. 
:,;,:,\,; 

Migration "normale" Migration "longue" 

MUC2 

FIGURE 36: Optimisation des conditions électrophorétiques en vue de l'étude du 
polymorphisme des ARNm de MUC 2 à MUC 6 : augmentation du temps 
d'électrophorèse. 
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Individus 7 6 5 4 7 6 5 4 

-

J 
't' 

--+ 
--+ --+ 
--+ 

' 
'~-

1;; 

MUC2 MUC4 

FIGURE 37: Optimisation des conditions électrophorétiques en vue de l'étude du 
polymorphisme des ARNm de MUC 2 à MUC 6 : essai par la méthode 
d'électrophorèse en champs pulsés. 
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La cartographie qui est maintenant connue pour ces gènes, permet un choix d'enzymes 

de restriction qui coupent de part et d'autre du domaine répétitif pour MUC 2 et MUC 4 ou 

qui permettent d'obtenir un plus grand fragment mais contenant tout le domaine répétitif de 

MUC 5B. Nous pouvons donc étudier les variations interindividuelles de type V.N.T.R. 

Par électrophorèse, nous pouvons alors parallèlement comparer la taille du domaine 

répétitif analysé sur le gène (Southem blot) et la taille de l'ARN correspondant (Northem blot). 

L'étude a été faite sur 3 individus (5, 6 et 7) en comparant l'ADN génomique et l'ARN de 

muqueuse colique. 

Nous avons utilisé sur l'ADN génomique les coupures suivantes: 

- EcoRI-Psti pour étudier MUC 4 [65]; 

- Bglii pour étudier MUC SB [152]; 

- Hinfl pour étudier MUC 2 [215]. 

L'électrophorèse de l'ADN digéré en gel d'agarose, le transfert puis l'hybridation avec 

la sonde correspondant à la séquence répétitive nous permet pour chaque individu d'identifier 

s'il est homozygote ou hétérozygote et d'estimer la taille du domaine répétitif (figure 38). 

Il est alors possible de comparer le profil obtenu en Southem blot avec le profil obtenu 

en Northem blot, et ainsi de voir si les individus qui possèdent le plus grand domaine répétitif 

sont ceux qui ont les plus grands ARNm. 

La taille (en kb) des fragments révélés avec les sondes répétitives des trois individus 

testés a été déterminée : 

MUC2 MUC4 MUCSB 

Individu 5 7,8 1 8,5 1219 18 

Individu 6 8,5 1 8,6 19 1 10 18 

Individu 7 8,3 1 8,5 10 18 



Individu A : hétérozygote 

Allèle 1 1--/ _ ___wllllllllllluwllllllllllllluwllllluwlllllu.wlllllllllllluwllllllllllllljJJ_III _---!/ 
1 7 

1 ~ ~ 1 

1 ~ ~ 1 
Allèle 2
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Allèle 1~ -

Allèle2~ -
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Individu B : homozygote 

~ ~ 
Allèle 3 /r-

1 
--,lrrmiiiiTITT111111rrmllllmrlllllrrmllllmrlllllrrmllllrrrlll---l/ 

r 1 

1 7 

B 
< dépôts 

- < Allèle 3 

Autoradiographie 

J} coupure par 1 ou 2 enzymes de restriction 

111111111111111111 domaine central répétitif 

FIGURE 38 : Mise en évidence du polymorphisme de type V.N T.R. des gènes de mucines 
par la technique de Southern blot. 
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On observe donc une parfaite concordance entre les profils obtenus en Southern blot et 

en Northern blot (figure 39-40-41 ). 

Pour un gène donné, plus la taille du domaine répétitif est importante, plus l' ARN est 

grand et inversement, ceci en supposant que les régions en 5' et 3' du domaine répétitif sont de 

mêmes tailles. 

Lorsque l'individu est homozygote pour un gène, 1 bande unique mais souvent plus 

large, est obtenue en Northern blot. 

Lorsque l'individu est hétérozygote, 2 bandes sont visibles en Northern blot, elles sont 

de même intensité et correspondent aux 2 allèles. 

Les deux transcrits ne sont donc pas issus d'un épissage alternatif. 

D'autre part, les différences de tailles des transcrits d'un même gène d'un individu à un 

autre sont directement reliées au polymorphisme de type V.N. T.R. 



Individus 5 6 7 5 6 7 

---·-.. 

SOUTHERN BLOT NORTHERN BLOT 

MUC4 

FIGURE 39: Polymorphisme de type V.N T.R. :parfaite concordance entre les données 
du Southern blot et du Northem blot. 
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Individus 5 6 7 5 6 7 

• 

----

SOUTHERN BLOT NORTHERN BLOT 

MUCSB 

FIGURE 40 : Polymorphisme de type V.N T.R. :parfaite concordance entre les données 
du Southern blot et du Northern blot. 
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Individus 5 6 7 5 6 7 

SOUTHERN BLOT NORTHERN BLOT 

MUC2 

FIGURE 41 :Polymorphisme de type V.N. TR. :parfaite concordance entre les données 
du Southern blot et du Northern blot. 
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2- Polymorphisme des gènes de mucines : résultats préliminaires 

L'analyse par Northem blot permet une étude du polymorphisme même pour les gènes 

dont l'organisation génomique n'est pas encore connue (MUC 3, MUC SAC et MUC 6) et 

confirme les résultats obtenus par Southem blot pour les gènes les mieux connus actuellement 

(MUC 2, MUC 4 et MUC SB). Ce travail nous permet donc de déduire que les gènes de 

mucines présentent un polymorphisme de type V.N.T.R. plus ou moins important (tableau 8). 

On peut ainsi noter, même sur une série courte, des différences de leur degré de 

polymorphisme. Cependant, des études portant sur un plus grand nombre de sujets seront 

nécessaires pour confirmer ce résultat et les assortir d'une étude statistique. 

- MUC 4 serait le gène le plus polymorphique : la taille des allèles varient de 

16,S à 22 kb; 

- MUC 2, les tailles des allèles varient de 14 à 16 kb; 

- MUC 3 et MUC 6, les tailles de leurs allèles varient de 16 à 17,5 et 16,S à 18 

kb respectivement ; 

- MUC 5AC, les tailles des allèles varient de 17 à 18 kb; 

- MUC 5B ne semble pas présenter de polymorphime. 

Les différences de taille les plus importantes ont été observées avec le gène MUC 4 : 

S,S kb entre le plus petit et le plus grand. 



GENE Nombre d'individus Nombre 
étudiés d'allèles 

MUC2 5 4 

MUC3 2 3 

MUC4 5 4 

MUCSAC 3 2 

MUCSB 5 1 

MUC6 2 3 

Taille des Tailles 
allèles (kb) extrêmes 

14 14-16 
15 

15,5 
16 

16 16-17,5 
17 

17,5 

16,5 16,5-22 
18 
19 
22 

17 17-18 
18 

17,5 

16,5 16,5-18 
17,5 
18 

143 

Ecart de 
tailles 

2 

1,5 

5,5 

1 

0 

1,5 

TABLEAU 8 :Etude préliminaire du polymorphisme des gènes de mucines MUC 2 à 6. 
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DISCUSSION 

Au démarrage de notre travail de thèse, aucune information n'était disponible 

concernant la taille et le nombre de transcrits exprimés par les gènes de mucines MUC 2 à 

MUC 6. Le seul gène dont la structure était connue était MUC 1, surprenant par sa petite 

taille, et finalement l'idée que des apomucines de grande taille puissent résulter de l'association 

de plusieurs petites sous-unités n'apparaissait pas impossible. 

A cette époque, la notion de très grands ARNm ne s'imposait pas. Par contre, la notion 

d'une grande diversité des mucines était très généralement reconnue, même si certains travaux 

concernant l'étude des précurseurs polypeptidiques d'apomucines étaient contradictoires. 

Ceci explique que nous ayons privilégié la recherche de raisons biologiques à 

l'hétérogénéité apparente des ARNrn d'apomucines. 

Nous avons pu montrer que les ARNm des gènes MUC 2 à MUC 6 sont très stables: 

une demi-vie de treize heures pour MUC 2 et MUC 3, seize heures pour MUC 5AC et 

MUC SB, quinze heures pour MUCl. Ce résultat infirme l'hypothèse d'une instabilité majeure 

de ces apomucines, qui a été l'hypothèse la plus citée dans la littérature encore très récemment, 

comme pouvant être à l'origine de l'hétérogénéité des ARNm. 

La démonstration que la cycloheximide ne modifie pas de façon notable le niveau de 

transcription des gènes suggère que la stabilisation ou la dégradation de ces transcrits ne soit 

pas sous la dépendance de protéines labiles, tout au moins dans le modèle cellulaire étudié 

(HT 29-MTX). 

Un résultat similaire a été rapporté dans la littérature à propos du gène MUCl dans un 

autre modèle cellulaire MCF -7. Ces deux résultats ne permettent pas néanmoins de préjuger 

d'une stabilité identique des différents gènes de rnucines dans tous les types cellulaires. 
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Parallèlement à l'étude que nous menions sur la stabilité des ARNm d'apomucines, les 

travaux menés au laboratoire à propos de l'organisation du gène MUC SB, venaient confirmer 

la difficulté de trouver une origine biologique à l'hétérogénéité de ce gène. En effet, très 

récemment, la localisation du domaine répétitif de MUC SB dans un seul ex on [ 6S], le plus 

grand décrit jusqu'ici chez les mammifères (10,713 kb), rendait l'hypothèse de l'épissage 

alternatif responsable de l'hétérogénéité comme peu probable. Nous savons depuis peu que au 

moins 34 autres exons ont été individualisés, ces exons sont tous de plus petite taille. 

L'hypothèse d'un épissage alternatif demeure envisageable, mais n'affecterait pas la taille des 

transcrits de façon aussi conséquente que l'aspect de continuum en Northern blot ne le laissait 

penser (taille de l'ARNm: 17,S kb; taille de l'exon répétitif: 10,713 kb). 

De plus, il a pu être montré au laboratoire que les gènes MUC 2, MUC SAC, MUC SB­

et MUC 6 sont organisés en une famille de gènes dans la même région chromosomique 

llplS.S, dérivant probablement d'un gène précurseur ancestral commun et possédant un 

schéma d'organisation génomique commun. 

Des travaux menés à San Francisco à propos de MUC 2, et à Lille à propos de 

MUC SAC, montrent, bien que la démonstration ne soit pas encore absolue, que les domaines 

répéttitifs de ces gènes puissent être contenus eux aussi dans un seul exon. 

Peu à peu s'est imposée l'idée que l'hétérogénéité présumée des ARNm d'apomucines 

pouvait être essentiellement liée à une inadéquation des méthodes utilisées habituellement pour 

les purifier, vis à vis de leurs propriétés inhabituelles : grande taille et structure répétitive. 

Nous avons pu définir et proposer un protocole précis de purification et d'analyse des 

ARNm d'une taille de l'ordre de 20 kb. Ainsi l'utilisation de sonde comme la 13-actine n'est pas 

adaptée pour contrôler l'intégrité des ARNm lorsque les transcrits étudiés se situent dans les 

grandes tailles. Nos résultats ont été confirmés par l'utilisation d'une sonde correspondant à un 

grand transcrit (ApoB). 



146 

Nous avons pu montrer que les ARNm codant les apomucines MUC 2 à MUC 6 ont 

une taille comprise entre 14 et 22 kb, ce qui place ces molécules d'ARNm au rang des plus 

grandes jamais décrites. Le "record" de taille serait détenu par la titine qui possède le plus 

grand ARNm (23 kb) et qui est aussi la plus grande protéine de mammifère (3000kDa). 

Si l'on en croit Noara et Coll. [156], qui ont étudié les molécules fossiles impliquées 

dans l'information génétique, une taille d'environ 20 kb correspond à un maximum pour qu'un 

polynucléotide simple brin, ADN ou ARN, ait une stabilité physico-chimique compatible avec 

une fonction biologique. En effet, cette taille d'environ 20 kb apparaît toujours être une limite 

supérieure, même dans le cas des polynucléotides simples brins viraux. 

Les tailles des ARNm de mucines que nous avons déterminées sont en accord avec des 

travaux récents portant sur l'étude des précurseurs des mucines humaines. Des anticorps 

monoclonaux ont été utilisés pour immunoprécipiter, puis analyser par SDS/P AGE, les 

précurseurs peptidiques correspondant aux différents gènes de mucines. Cette étude a permis 

de montrer que les apomucines sont synthétisées dans le RER sous forme de précurseurs N­

glycosylés de très haut poids moléculaire. Après oligomérisation, ils sont 0-glycosylés, on 

obtient alors des mucines matures [224]. 

L'analyse par SDS/P AGE a permis pour chaque gène de mu cine d'estimer la taille de 

son précurseur : 600 kDa pour MUC 2, 550 kDa pour MUC 3, 900 kDa pour MUC 4, 

500 kDa pour MUC SAC et 400 kDa pour MUC 6. 

Les tailles des ARNm que nous avons déterminées sont donc compatibles avec la taille 

du transcrit nécessaire pour la synthèse de ces très grands polypeptides. 

Nous avons pu constater dans les différents tissus étudiés, la présence d'un ou deux 

transcrits pour chaque gène. Lorsque deux transcrits pouvaient être caractérisés, l'étude du 

domaine répétitif au niveau génomique a permis de montrer qu'il s'agissait en fait de deux 

allèles et ainsi de démontrer qu'il s'agissait de polymorphisme. 

Il s'agit ici d'un polymorphisme de type V.N.T.R., c'est à dire d'une variation de 

longueur de I'ARNm en rapport avec le nombre d'unités élémentaires dans le domaine répétitif, 

support de la 0-glycosylation. Ceci implique probablement, lorsque deux transcrits distincts 
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sont présents, la synthèse de deux précurseurs peptidiques de tailles différentes plus ou moins 

proches et présents en quantité équivalente. Ceci a été montré pour le gène MUC 1, premier 

gène de mu cine dont le polymorphisme de type V.N. T.R. a été décrit, où les mêmes variations 

alléliques ont été démontrées au niveau protéique, et où de plus, les produits peptidiques sont 

codominants [209]. 

Une étude portant sur les précurseurs pepidiques des mucines coliques de rat a mis en 

évidence un précurseur de 600 kDa et un polymorphisme de taille de ce précurseur entre les 

différents rats[219]. De plus, chez certains rats, deux précurseurs de tailles différentes sont 

présents. Ces données biochimiques sont donc en parfaite concordance avec nos résultats. 

Le nombre de tissus étudiés pour l'instant, ne permet pas une analyse statistique mais il 

nous a permis néanmoins de voir que les variations de tailles affectaient de façon différente les 

apomucines étudiées. Dans le cas de MUC SB, un transcrit unique (17,S kb) a été observé. 

Ceci est en concordance avec un travail réalisé au laboratoire [ 168], qui a montré que le 

fragment contenant le domaine répétitif de MUC SB a une taille constante de 16,S kb dans une 

série de 54 sujets : 52 sujets sont homozygotes pour cet allèle, 2 sujets sont hétérozygotes et 

présentent un allèle de taille différente : 20 kb pour le plus grand et 14 kb pour le plus petit, à 

côté de l'allèle de taille habituelle. Il reste à vérifier dans ces 2 cas, s'il s'agit réellement de 

polymorphisme de type V.N. T.R. et non d'un polymorphisme de restriction. 

Concernant le polymorphisme de MUC 2, MUC 3 et MUC SAC, les tailles des ARNm 

mesurées sont en parfait accord avec les données disponibles [ 168, 215]. 

Dans notre étude, MUC4 s'est distingué, sur cinq individus analysés, quatre allèles 

différents ont été caractérisés. Les variations de tailles observées au niveau des messagers sont 

importantes : le plus petit mesure 16,S kb et le plus grand 22 kb, ce qui signifie une variation 

de 5,S kb, c'est à dire 114 répétitions de 48 nucléotides entre ces deux allèles de tailles 

extrêmes. Ce chiffre correspondrait à une différence d'environ 800 chaînes glycanniques si les 

sept sérine et thréonine présentes dans chaque domaine élémentaire sont réellement 

glycosylées. Un travail d' étude du polymorphisme réalisé pour l'instant au niveau de l'ADN au 
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laboratoire et portant sur 85 sujets, montre des variations de taille beaucoup plus importantes 

que celles mesurées ici sur cette courte série. 

En conclusion, le développement technologique réalisé ici nous permet maintenant de 

retrouver avec le Northern blot un outil utile aux analyses qualitatives et quantitatives et 

d'envisager toute une série d'études portant sur l'expression des gènes d'apomucines et de 

répondre aux interrogations sur les relations entre polymorphisme de type V.N. T.R. et 

pathologie. Dans ce but, un travail relatif au polymorphisme du gène MUC 4 dans la maladie 

de Crohn est en cours. 

Il nous permettra également d'analyser les transcrits tumoraux et si possible fœtaux. Un 

autre travail relatif aux modifications d'expression des apomucines dans les tumeurs 

bronchopulmonaires et les tumeurs de l'oesophage a pu se mettre en place. 

Nous espérons enfin pouvoir rechercher si les gènes d'apomucines sont capables par 

épissage alternatif de donner naissance à des formes courtes, comme par exemple, celles 

dépourvues du domaine répétitif mises en évidence à propos du gène MUC 1. 



MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1 PREPARATION DES ARN TOTAUX 

1- Technique utilisée dite "classique" 

La technique utilisée a été adaptée à partir de la technique décrite par Chirgwin [ 46]. 

Les prélèvements chirurgicaux provenaient des services de chirurgie du C.H.R. de Lille. 

Les prélèvements provenant de dons d'organes ont été effectués avec l'approbation du 

comité d'éthique local. 

Les échantillons de muqueuses prélevés sont sidérés et conservés dans l'azote liquide 

jusqu'à leur utilisation. 

L'ARN est plus difficile à étudier que l'ADN parce qu'il est très sensible aux RNases, en 

particulier la RNase A, celle-ci est ubiquitaire, extrêmement active et très résistante par rapport 

aux autres enzymes, par exemple, un traitement à 90 oc pendant une heure n'altère pas son 

activité. Toute préparation et manipulation d'ARN doit être effectuée le plus stérilement 

possible : les tampons et l'eau sont traités au DEPC ( diéthylpyrocarbonate) puis auto clavés, le 

matériel est aussi autoclavé quand cela est possible, sinon il est traité la nuit dans la soude lN 

puis rincé soigneusement à l'eau DEPC juste avant son utilisation. De plus le port de gants 

permet d'éviter un apport exogène de RN ases. 

Le tissu (environ 1 à 5 g) est broyé sous azote liquide dans un mortier jusqu'à 

l'obtention d'une poudre fine. 
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On ajoute 60 ml de tampon GT, auquel on a ajouté extemporanément du f3-

mercaptoéthanol (356 ~1 pour 50 ml de tampon GT). Ce tampon associe un détergent 

(sarcosyl), un agent dissociant (isothiocyanate de guanidinium) et un agent réducteur (f3-

mercaptoéthanol). 

Le mélange dégelé, est homogénéisé à l'aide d'un homogénéiseur (Sorvall) 2 fois 10 

secondes à vitesse maximale. Le mélange est ensuite passé sur une gaze stérile pour éliminer le 

tissu conjonctif Puis, afin de diminuer la viscosité, l'ADN est cassé par des passages successifs 

de cet homogénat au travers de 2 aiguilles de diamètres décroissants (environ 6 fois chacune). 

On ajoute à l'échantillon 24 g de chlorure de césium (4g pour 10 ml de tampon GT de 

départ). Six tubes contenant chacun un coussin de 3,2 ml de chlorure de césium 5, 7M sont 

préparés. Lorsque le chlorure de césium de l'échantillon est bien dissous, le mélange divisé en 6 

est déposé délicatement sur les coussins de chlorure de césium. Les tubes sont ensuite 

équilibrés 2 à 2 grâce à une solution constituée de 5 ml de tampon GT et 2g de chlorure de 

césium. 

Les tubes sont ensuite centrifugés dans une ultracentrifugeuse Beckman L8-80 (rotor 

SW 41) à 29 500 tours/mn pendant 16 heures à 18 °C. 

L'utilisation de l'ultracentrifugation repose sur le fait que la densité de l'ARN est très 

supérieure à celle de l'ADN. Ainsi, seull'ARN est capable de traverser le coussin de chlorure 

de césium 5, 7M. 

Au bout de 16 heures de centrifugation, l'ARN est récupéré au fond du tube, alors que 

l'ADN flotte à la surface du coussin. 

Après avoir éliminé très délicatement le surnageant, le culot d'ARN est repris par 2 x 1 

ml TE lX; SDS 0, 1%. 

L'ARN est alors purifié par une extraction avec 2 volumes de chloroforme/n-butanol 

(4/1, v/v). Les tubes sont mélangés au vortex et centrifugés à 3 000 tours /mn pendant 5 mn. 

La phase aqueuse (phase supérieure) contenant l'ARN est récupérée et mise dans un nouveau 
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tube, la phase organique est réextraite par 2 ml de TE IX; SDS 0,1 %. Après une seconde 

centrifugation, la phase aqueuse est récupérée, les 2 phases aqueuses sont réunies. 

L'ARN est alors précipité par l'addition de 0,1 volume d'acétate de sodium 3M pH 5,5 

et 2,2 volumes d'éthanol absolu froid (conservé à -20°C), pendant une nuit à -80°C. 

L'ARN est ensuite précipité par une centrifugation à 10 000 tours/mn pendant 30 mn 

(Beckman J21, rotor JS 13.1). Le surnageant est éliminé en grande partie (on laisse environ 0,5 

ml car le culot d'ARN n'adhère pas au fond du tube). 

Le culot d'ARN est alors lavé par plusieurs étapes : 

- 1 lavage avec 5 ml de NaCl 0,2M 30% et d'éthanol froid 70% (v 1 v); 

- 3 lavages avec 5 ml d'éthanol froid à 95% (v 1 v); 

- 1 lavage avec 5 ml d'éthanol absolu froid. 

Entre chaque lavage, le tube est mélangé au vortex et centrifugé 15 mn à 10 000 

tours/mn, le surnageant est éliminé mais, à chaque fois on laisse environ O,Sml. 

Le culot est séché sous-vide, puis il est repris par 50 à 200 J.ll d'eau DEPC. L'ARN est 

ainsi conservé à -80°C. 

Le dosage et la pureté de l'ARN sont estimés par analyse spectrophotométrique à 230, 

260 et 280 nm, les acides nucléiques absorbent à 260 nm. 

Le dosage est réalisé à partir d'un aliquot dilué dans 1 ml d'eau. Une unité de D.O. 

correspond à 40 J.lg/ml d'ARN. 

La pureté de l'ARN est appréciée par 2 critères : 

- une éventuelle contamination protéique est écartée si le rapport de la 

D.O. à 260 nm sur la D.O. à 280 nm est compris entre 1,8 et 2; 

- une éventuelle contamination par des solvants est écartée si le rapport 

de la D.O. à 260 nm sur la D.O. à 230 nm est supérieur à 2. 
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2- Autres techniques testées 

D'autres techniques ont été utilisées pour vérifier si le même profil hétérogène est 

obtenu,quelle que soit la technique utilisée, elles ont la caractéristique de ne pas comporter 

d'étape d'ultracentrifugation. 

a- la méthode urée/LiCl 

Cette technique a été décrite par Auffray et Coll. [3]. 

Le tissu est homogénéisé à l'aide d'un pilon, dans un mortier, sous azote liquide, jusqu'à 

l'obtention d'une poudre fine. Puis, 10 ml de tampon LiCVurée sont ajoutés. 

Le mélange dégelé est homogénéisé dans un homogénéiseur (Sorvall) 2 fois 10 

secondes. Le mélange est ensuite passé sur une gaze stérile pour éliminer le tissu conjonctif 

L'ARN est mis à précipiter la nuit à 4°C. 

Le tube est centrifugé à 10 000 tours/minutes pendant 30 minutes, à 4°C. 

Le précipité est dissous dans 5 à 10 ml de tampon Tris 10mM pH7,6; SDS 0,5% 

L'ARN est ensuite purifié par une extraction avec 1 volume de chloroforme/phénol 

(111; v/v). Les tubes sont mélangés au vortex et centrifugés à 3000 tours/minutes pendant 15 

minutes. La phase aqueuse est récupérée, l'étape de purification est répétée jusqu'à ce que la 

phase aqueuse ne soit plus trouble. Puis, on ajoute 1 volume de chloroforme/alcool 

isoamylique (v/v; 240/10). Le tube est mélangé au vortex puis centrifugé 15 minutes à 3000 

tours/minutes. 

L'ARN est précipité par 0,1 volume d'acétate de sodium 2M pH6,8 et 2 volumes 

d'éthanol absolu. 
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L'ARN est récupéré par une centrifugation de 30 minutes à 10 000 tours/mn. Le 

surnageant est éliminé. 

Le culot d'ARN est ensuite lavé, repris et dosé comme décrit précédemment 

b- la technique décrite par Chomczynski [ 48] 

Cette technique possède des caractéristiques décrites dans les 2 techniques 

précédentes :elle utilise le tampon GT comme agent dissociant et le ~-mercaptoéthanol comme 

agent réducteur, mais n'utilise pas l'ultracentrifugation pour purifier l'ARN comme dans la 

technique décrite par Chirgwin, mais une purification basée sur l'utilisation du phénol comme la 

technique décrite par Auffray. 

Nous avons testé des kits "adaptés", commercialisés par Clontech (Total RNA 

Separator kit) et Promega (RNagents Total RNA Isolation System), utilisés dans les conditions 

recommandées par les fabricants. 

II ANALYSE DES ARN PAR LA TECHNIQUE DE NORTHERN BLOT 

1- Electrophorèse des ARN en milieu dénaturant-formamide : technique utilisée 

a- préparation du matériel et des échantillons 

La cuve d'électrophorèse, le peigne et le barreau aimanté sont laissés la nuit 

dans la soude lN et rincés abondamment juste avant leur utilisation avec de l'eau DEPC, 

l'élimination de la soude est vérifiée au papier pH. 
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20 J.lg de l'ARN ainsi préparé sont précipités par addition de 0, 1 volume 

d'acétate de sodium 3M pH 5,5 et 2,2 volumes d'éthanol absolu froid, au moins 2 heures à 

-80°C. Après centrifugation à 10 000 tours/mn pendant 30 mn, le culot est séché et repris dans 

10 J.d de tampon de dénaturation. 

b- électrophorèse 

Le gel d'agarose (0,9%) est préparé de la façon suivante: à 0,81 g d'agarose, on 

ajoute environ 65 ml d'eau DEPC, le mélange est porté à ébullition pour bien dissoudre 

l'agarose, puis laisser à refroidir avant d'ajouter 16 ml de formaldéhyde désionisée, 9 ml de 

MOPS 1 OX et compléter à 90 ml avec de l'eau DEPC. 

Après environ 1 heure, lorsque le gel est bien solidifié, l'échantillon d'ARN est 

dénaturé à 68°C pendant pendant 1 Omn. Il est ensuite maintenu dans la glace, puis on ajoute 3 

J.ll de bleu de bromophénol. L'échantillon est ensuite déposé dans le gel, la migration débute 

par 30 mn à 50 volts. Puis la migration est poursuivie à 30 volts pendant 16 heures sous 

agitation. 

Le lendemain, le gel est rincé par 3 bains successifs de 10 mn en SSC 10X afin 

d'éliminer la formaldéhyde, puis équilibré en SSC 20X. 

L'intégrité des ARN est contrôlée en posant le gel sur une plaque de silice et en 

visualisant sous une lampe UV les 2 bandes ribosomales correspondant aux ARN 28S et 18S. 

De plus, la distance de migration de ces 2 bandes est mesurée afin de pouvoir tracer la droite 

d'étalonnage. 

2- Electrophorèse des ARN en milieu dénaturant-glyoxal : autre technique testée 

a- préparation des échantillons 

Le matériel est utilisé dans les mêmes conditions que décrites précédemment. 
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L'échantillon d'ARN (environ 20J.1g) est dénaturé pendant une heure à 50°C, dans un 

tampon glyoxal1M; tampon phosphate 10mM pH6,5. 

b- électrophorèse en tampon phosphate 

Le gel est préparé comme décrit précédemment en remplaçant le tampon de préparation 

du gel et le tampon de cuve par un tampon contenant 0,01M de Na2HPOJNaH2P04 pH 7. 

Après l'étape de dénaturation, l'ARN est refroidi à -20°C, et est déposé comme 

précédemment. 

3- Transfert et hybridation 

a- transfert 

Les ARN équilibrés en SSC 20X sont transférés sur une membrane de nylon N" par 

transfert sous vide pendant 1 heure. La fixation covalente de l'ARN sur le support est assurée 

par chauffage de la membrane à 80°C pendant 30 mn sous vide partiel puis par une exposition 

aux U.V. pendant 3rnn30. 

b- préhybridation et hybridation 

La membrane est rincée en SSPE 6X puis préhybridée pendant au moins 2 

heures en tampon de préhybridation!hybridation ARN à 42°C. Ce tampon est ensuite remplacé 

par du tampon frais, puis on ajoute la sonde marquée (1.106 c.p.m./ml), l'hybridation est 

réalisée par une incubation d'une nuit à 42°C. 

Le lendemain, l'excès de sonde non fixée est éliminée par un rinçage en SSPE 

6X, 2 lavages de 15 mn en SSPE 0,1 X; SDS 0,1 %, à 65°C, suivis d'un rinçage en SSPE 6X. 
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La membrane est mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps variables en 

fonction de l'intensité de l'expression (de quelques heures à 3 semaines). 

Avant de tester une autre sonde, la membrane est déshybridée par une solution de SDS 

0, 1% bouillant. La déshybridation est contrôlée par autoradiographie. 

III SELECTION DES ARN POL Y(A l 

1- Affinité sur colonne d'oligo dT cellulose 

L'oligo dT cellulose (à raison de 100 mg d' oligo dT/mg d'ARN) est équilibrée en 

tampon d'équilibrage (au moins 5 volumes). 

L'ARN est dénaturé à 68°C pendant 5 minutes, est mis dans de la glace et est repris par 

1 volume de tampon de dépôt. 

L'ARN est déposé sur la colonne. 

Les ARN poly(A) sont élués. 

Les ARN poly(A+) sont décrochés par un tampon de décrochage, puis sont précipités 

par 0,1 volume d'acétate de sodium 2M pH6,8 et 2,2 volumes d'éthanol absolu froid, la nuit à -

80°C. 

Après une centrifugation de 30 minutes à 10 000 tours/minutes, le culot d'ARN est lavé 

par plusieurs étapes : 

- 1 lavage avec 5 ml de NaCl 0,2M 30% et d'éthanol froid 70% (v 1 v); 

- 3 lavages avec 5 ml d'éthanol froid à 95% (v 1 v); 

- 1 lavage avec 5 ml d'éthanol absolu froid. 

Le culot est séché sous-vide, puis il est repris par 50 1-1! d'eau DEPC. L'ARN est ainsi 

conservé à -80°C. 

Le dosage et la pureté de I'ARN sont estimés par analyse spectrophotométrique à 

260 nm. 
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2- Affinité sur billes magnétiques 

Pour cela, nous avons utilisé un kit commercialisé par Promega : PolyATract mRNA 

Isolation System III, utilisé dans les conditions recommandées par le fabricant. 

IV ETUDE DE LA DEMI-VIE DES ARNm DE MUCINES 

1- Culture des cellules HT29-MTX 

La lignée cellulaire d'adénocarcinome colique HT -29 MTX a été isolée par sélection à 

partir de la lignée HT-29 "standard" avec une drogue anticancéreuse : le méthotrexate, à une 

concentration 10-6 M [139b]. Les cultures de cellules ont été réalisées en collaboration avec G. 

Huet (unité INSERM N°377) et M. Collyn (unité INSERM N°124). 

Les cellules sont cultivées dans le milieu DMEM (GIBCO), auquel on ajoute 10% de 
-

sérum de veau fœtal. Les cellules sont mainfenues dans une atmosphère à 10% de C02. 

Les repiquages sont réalisés à partir d'un flacon de 25 cm2 à 80% de confluence (soit 

-entre le Sème et le 7ème jour pour les cellules HT -29. 

Après élimination du milieu de culture, les cellules sont détachées par addition de 2 à 3 

ml de trypsine à 0,25% dans du PBS/EDTA l%o, pendant 10 minutes à 37°C. 

Après dissociation des cellules à l'aide d'une pipette, l'excès de trypsine est neutralisé 

par transvasement dans un tube contenant 10 ml de milieu de culture avec sérum de veau fœtal. 

Les cellules sont récupérées par une centrifugation à 1 500 tours/mn pendant 5mn. 

Après avoir éliminer le surnageant, Je culot cellulaire est repris par 10 ml de milieu de 

culture. Un comptage est réalisé en cellule de Malassez. 
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Les cellules sont ensemencées à raison de 1,5.1 06 cellules par flacon de 75 cm2
. 

A partir du surlendemain (de façon à ce que les cellules aient bien adhéré au fond de la 

boîte), le milieu de culture est remplacé chaque jour. 

2- Culture des cellules en présence d'actinomycine D (avec ou sans cycloheximide) 

Après 14 jours de culture, on incube les cellules (environ 5.10 7 cellules) avec de 

l'actinomycine D à une concentration de 81J.g/ml finale. Une solution mère d'actinomycine D 

100X est préparée dans du DMSO (soit 0,8mg/ml). Lorsque de la cyclohexomide est utilisée, 

elle est ajoutée 2 heures avant l'addition d'actinomycine D à une concentration de lO!J.g/ml 

finale. 

Ces incubations sont réalisées pendant différents temps : 3, 6, 9, 16 et 24 heures. Une 

culture Témoin sans actinomycine Da été effectuée en parallèle. 

Les cellules sont ensuite récupérées pour l'extraction de l'ARN. 

Le milieu de culture est éliminé, les cellules sont rincées 3 fois avec 10 ml de PBS;et 

sont récupérées dans 10 ml de PBS à l'aide d'un grattoir et transférées dans un tube stérile. _ 

Le flacon est rincé avec 5 ml de PBS qui est ensuite ajouté au tube précédent. 

Après centrifugation à 1 500 tours/mn pendant 5 mn, on récupère ainsi le culot de 

cellules (avec du mucus), qui est remis en suspension dans 3 ml de tampon GT; 

Le tube immédiatement est plongé dans l'azote liquide et conservé à -80°C jusqu'à la 

préparation de l'ARN (voir paragraphe préparation de l'ARN, méthode de Chirgwin). 
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V QUANTIFICATION DES ARN PAR LA TECHNIQUE DE DOT BLOT 

1- Préparation des échantillons 

0,5 à 1,5 ~g d' ARN totaux préparés par la technique de Chirgwin (décrite 

précédemment) sont repris dans 25 ~1 de tampon de dénaturation puis 25 ~1 de SSC X sont 

ajoutés à chaque échantillon. 

Après une étape de dénaturation de 10 minutes à 68°C, les tubes sont mis dans la glace 

et 100 ~1 de SSC 20X sont ajoutés. 

2- Transfert et hybridation 

Les ARN sont ensuite déposés dans les puits d'un appareil à dot blot et ainsi sont 

transférés sous vide sur une membrane de nylon ~ préalablement saturée en SSC 20X. Les 

puits sont rincés avec 500 ~1 de SSC 10X puis l' ARN est fixé sur la membrane par un 

chauffage à 80°C sous vide partiel pendant 30 minutes puis par une exposition aux U.V. 

pendant 3 minutes 30. 

La membrane est rincée en SSPE 6X et préhybridée au moins 2 heures dans du tampon 

préhybridationlhybridation ARN à 42°C. Après avoir remplacer le tampon, on ajoute la sonde 

marquée (1.1 06 c. p.m./ml), l'hybridation est réalisée la nuit à 42°C. 

Le lendemain, l'excès de sonde non fixée est éliminé par un rinçage en SSPE 6X suivi 

de 2 lavages de 15 mn en SSPE O,lX; SDS 0,1% à 65°C. La membrane est rincée en SSPE 

6X. 

3- Quantification 

La membrane est placée dans une cassette qui pourra être lue grâce au Phosphorlmager 

445SI (Molecular Dynamics). 

La quantité d' ARN correspondant à chaque gène de mucines est estimée par l'appareil 

qui compte le nombre de c.p.m. pour chaque dépôt. 
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VI PREPARATION DE L'ARN NUCLEAIRE, POLYSOMAL ET 
CYTOPLASMIQUE 

Les échantillons de muqueuses prélevés sont sidérés et conservés dans l'azote liquide 

jusqu'à leur utilisation. 

Toutes les manipulations ont été réalisées à 4°C et le plus stérilement possible (tampons 

et matériel stérilisés, eau DEPC, gants ... ). 

Après de nombreux essais, nous avons mis au point une technique combinant deux 

protocoles publiés [ 131, 242]. 

Le tissu est broyé et homogénéisé sous azote liquide, dans un mortier, avec 10 ml de 

tampon (sucrose 0,25M; KCllOOmM; ~cétate de magnésium 5mM; Tris-HCI20mM pH7,6; f3-

mercaptoéthanol lümM; dithiotréitol 2mM, et 1unité/J.tl de RNasin) jusqu'à l'obtention d'une 

poudre fine. 

Le mélange est dégelé lentement et homogénéisé dans un Potter-Elvehjem (15 coups). 

La lyse cellulaire est contrôlée -grâce à l'utilisation de bleu trypan. Les noyaux sont précipités 

par une centrifugation à 10 000 tours/minutes pendant 10 minutes à 4°C. Le culot contenant 

les noyaux est repris dans du tampon GT (pour la préparation d'ARN). 

Le surnageant est récupéré délicatement et déposé sur un coussin de 3 ml de sucrose 

(sucrose lM; KCl IOOmM; acétate de magnésium 5mM; Tris-HCl 20mM pH7,6; f3-

mercaptoéthanol 1 OmM; dithiotréitol 2mM et 0,1 unité/J.ll de RNasin). 

Les tubes sont ensuite centrifugés dans une ultracentrifugeuse Beckman L8-80 (rotor 

SW41) à 38 000 tours/minutes pendant 3 heures à4°C. 

Le culot contenant l' ARN polysomal atnsi que le surnageant contenant l' ARN 

cytoplasmique sont repris dans du tampon GT. 

L'extraction de l' ARN correspondant à ces 3 fractions (reprises dans du tampon GT) 

est ensuite poursuivie de la même façon que pour une préparation d' ARN total. 



Après purification, l' ARN est analysé par la technique de Northem blot. 

VII ELECTROPHORESE D' ARN EN CHAMPS PULSES 

1- Matériel 

L'appareil utilisé a été conçu à l'unité n°124 INSERM. 

Il s'agit de la technique CHEF (Contour clamped Homogeneous Electric Field). 

Il est composé de : 
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- un générateur Apelex qui débite un courant stable d'une tension de 0 à 500 

volts et d'une intensité de 0 à 500mA; 

-un pulseur (Multicomat) qui alterne les deux champs électriques dans les deux 

directions différentes de façon régulière; 

- un microprocesseur qui permet la programmation des paramètres de 

migration; 

- une cuve qui peut contenir 5 litres de tampon d'électrophorèse; 

- un système de refroidissement permettant la circulation permanente du tampon 

d'électrophorèse afin de maintenir une température constante (12°C). 

2- Préparation des échantillons d'ARN 

L'échantillon d'ARN total (environ 20J1g) est mélangé au tampon de dénaturation dans 

un volume total de 40 111. Il est chauffé 1 Omn à 68°C puis est mélangé à 40 J.!l de gel d'agarose 

1% (MOPS lX , 17% formaldéhyde) maintenu à 68°C. Le mélange est coulé dans un moule 

(qui a été décontaminé à la soude), composé de plusieurs puits (0,6 x 0,15 x 0,9 cm soit 80 J.!l). 

Après solidification (environ 30 mn sur la glace), les blocs sont démoulés et déposés en 

haut du gel. 
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3- Paramètres utilisés pour l'électrophorèse 

a- le gel d'agarose et le tampon d'électrophorèse 

La cuve avec le système de circulation pour le refroidissement ainsi que les 

plaques utilisées pour couler le gel sont laissées la nuit dans de la soude lN pour éviter tout 

risque de contamination par des RNases. Le matériel est rincé soigneusement juste avant 

l'utilisation. 

Le gel est préparé comme pour une électrophorèse classique, il contient 1% 

d'agarose et est préparé dans du MOPS IX et 17% de formaldéhyde désionisée. Il est coulé 

entre deux plaques de 15x15 cm. La cuve contient 5 litres de MOPS 0,5X. 

b- l'électrophorèse 

Pour déterminer les paramètres de l'électrophorèse, nous nous sommes inspirés 

des conditions mises au point pour la séparation optimale des molécules d'ADN [80]. Comme 

nous voulions séparer des molécules dont les tailles varient jusqu'à environ 30kb, nous avons 

alors utilisé les conditions suivantes : 

2 temps de pulse : 15 secondes pendant 24 heures, puis 30 secondes pendant 16 

heures. 

4- Transfert et hybridation 

Après l'électrophorèse, le gel est trempé 3 fois 10 mn dans du SSC 1 OX puis équilibré 

pendant 1 Omn dans du SSC 20X, pour éliminer la formaldéhyde. Ensuite, l'ARN est transféré 

sur un membrane W par transfert sous-vide pendant 1 heure en SSC 20X. La membrane est 

ensuite séchée 30 mn à 80°C sous-vide partiel et le matériel est fixé sur la membrane de nylon 

par une exposition de 3mn30 aux U.V .. 
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La membrane est ensuite humidifiée en tampon SSPE 6X et incubée au minimum 2 

heures en tampon de préhybridationlhybridation ARN à 42°C (étape de préhybridation). Le 

tampon est éliminé et remplacé par du tampon frais, la sonde radioactive est ajoutée (1.1 06 

c.p.m./ml de tampon), le contact membrane/sonde est laissé toute la nuit à 42°C. 

L'excès de sonde non fixée est éliminé : 

-un rinçage en SSPE 6X; 

-deux lavages de 15 mn en SSPE 0,1X/SDS 0,1%; 

-un rinçage dans du SSPE 6X. 

La membrane est ensuite mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps variables 

en fonction de l'intensité du marquage. 

VIII ANALYSE DE L'ADN GENOMIQUE PAR LA TECHNIQUE DE 
SOUTHERN BLOT. 

La technique de Southem blot décrite en 1975 permet de visualiser un séquence unique 

d'ADN. Elle comporte les étapes suivantes: 

- la préparation de l'ADN génomique; 

- l'hydrolyse de l'ADN par une ou plusieurs enzymes de restriction appropriées; 

- la séparation des fragments en fonction de leur taille par une électrophorèse en gel 

d'agarose; 

- la dénaturation in situ de l'ADN; 

- le transfert de l'ADN sur un support (membrane de nylon); 

-l'hybridation avec une sonde monobrin radioactive (marquée au 32p); 

- les lavages et la révélation du signal par autoradiographie. 
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1- Préparation de l'ADN génomique 

L'extraction de l'ADN génomique a été réalisée à partir de sang selon la méthode de M. 

Jeanpierre [118]. Cette technique utilisant le chlorure de guanidinium, a l'avantage d'éviter 

l'emploi de phénol : 

a- lyse cellulaire 

Un prélèvement sanguin (environ 10 ml) est recueilli sur un anticoagulant 

(EDTA) et est congelé. 

Au moment de l'utilisation, l'échantillon est décongelé et est mélangé 

vigoureusement à 40 ml d'une solution de lyse (Tris !OmM pH7,4-EDTA IOmM). 

Une centrifugation de 10 mn à 3 OOOg permet l'élimination du surnageant, de 

l'hémoglobine ainsi que les autres constituants solubles. Plusieurs lavages (5 à 6) sont réalisés 

jusqu'à l'obtention d'un culot de débris et de noyaux pratiquement blanc. 

b- protéolyse 

On ajoute 14 ml d'hydrochlorure de guanidinium 6M filtré au culot (dénaturant 

protéique) qui est homogénéisé par une agitation ménagée dans un automate de type "turbula", 

pendant environ 30 mn. Puis on ajoute 2 ml de détergent anionique (sarcosyl à 10%) et 150 Jll 

de protéinase K (à 10 mg/ml et préparée extemporanément). Le mélange est incubé une heure 

à 60 oc ou une nuit à 37 °C. 

c- précipitation de l'ADN 

L'ADN est précipité par l'addition de 1 ml d'acétate d'ammonium 7,5M et 

d'éthanol absolu froid (Q.S.P. 50ml). Il est ensuite récupéré par enroulement autour d'une 

baguette de verre et rincé 4 fois dans de l'éthanol à 70% (v/v). L'ADN purifié est ensuite remis 

en solution dans du TE IX ( 4 ml pour un tube de départ de 10 ml de sang) et mis 48 heures 

sous agitation pour une bonne homogénéisation. 
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d- quantification et pureté 

La concentration de l'ADN obtenu est calculée par spectrophotométrie, la 

densité optique (D.O.) est mesurée à 260 nm, sachant qu'une unité de D.O. correspond à 50 

!J.g/ml. La pureté de l'ADN est estimée par le rapport de la D.O. à 260 nm sur la D.O. à 280nm 

qui doit être proche de 2. 

D'autre part, l'absence de dégradation de l'ADN est contrôlée par une 

électrophorèse dans un gel d'agarose à 0,8% en tampon TBE contenant du bromure d'éthidium 

à 0,5 !J.g/ml. La migration est réalisée à fort voltage pendant une heure et demi environ. Si 

l'ADN est de bonne qualité, il doit migrer sous la forme d'une bande d'environ 50 kb, sinon de 

l'ADN dégradé migre sous la forme d'une traînée. 

Les solutions d'ADN sont stockées à 4°C. 

2- Hydrolyse enzymatique 

L'hydrolyse est réalisée sur 10 à 40 11g d'ADN avec 5 à 10 unités d'enzyme par IJ.g 

d'ADN dans les conditions optimales recommandées par le fabricant. Le temps d'incubation est 

de l'ordre de 24 heures. Une recharge d'enzyme peut être ajoutée au bout de 6 heures si 

nécessaire. 

3- Electrophorèse 

Les fragments d'ADN hydrolysés sont ensuite séparés par une électrophorèse dans un 

gel d'agarose à 0,8%, en tampon phosphate et contenant du bromure d'éthidium (0,5 IJ.g/ml), 

pendant une nuit à 20 volts. 

Sur chaque gel est déposé un témoin de masse moléculaire. Ce marqueur "13i" est 

l'ADN d'un phage recombinant hydrolysé par l'enzyme de restriction EcoRI qui libère 8 

fragments dont les tailles sont: 33 1221 11 14,3 13,2 1 2 1 1,3 et 0,5 kb. 

4- Transfert 

Le gel d'électrophorèse est trempé 2 fois 30mn dans du tampon de dénaturation (NaCl 

1,5M; NaOH 0,5N) pour dénaturer l'ADN. Le gel est ensuite rincé en eau désionisée, puis 
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neutralisé par 2 bains de 30 mn dans du tampon de neutralisation (Tris-HCI O,SM pH7,5; NaCl 

3M). L'ADN est alors transféré sous-vide sur une membrane de nylon~ en tampon SSC 20X 

pendant 2 heures. L'ADN est ensuite fixé sur la membrane par une exposition de 3mn aux 

U.V.(312nm). 

5- Hybridation à une sonde nucléique 

a- préhybridation et hybridation 

La membrane est rincée en SSC 6X et préhybridée par une incubation d'au 

moins 1 heure à 65°C dans du tampon de préhybridation, de tampon. Cette étape de 

préhybridation consiste à saturer ses sites afin d'obtenir une fixation spécifique de la sonde 

d'ADN marquée. Puis-ce tampon est remplacé par tampon d'hybridation, auquel on ajoute la 

sonde marquée avec de l'a32PdCTP. L'hybridation a lieu toute la nuit à 65°C. 

b-lavages 

L'excès de sonde est éliminé par plusieurs lavages : 

-rinçage de la membrane en SSC 2X; 

-lavage : 2 fois 15 mn en tampon SSC 2X à 65°C ou 2 fois 15 mn en 

tampon SSC 2X; SDS 0,1 %; 

- rinçage dans du SSC 2X. 

c- autoradiographie 

La membrane est alors mise en autoradiographie à -80°C pendant des temps 

variables (1 journée à 8 jours). 

Avant de tester un autre sonde, la membrane est déshybridée par une solution 

de SDS à 0,1 % bouillant. La déshybridation est contrôlée par une autoradiographie. 
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IX MARQUAGE DES SONDES NUCLÉIQUES 

La technique utilisée est le "multiprime" utilisant des amorces hexanucléotidiques et une 

extension par la Klenow en présence de a 32PdCTP (Random Primed DNA labelling kit 

commercialisé par Boehringer, utilisé dans les conditions recommandées par le fabricant). Le 

principe est le suivant : 

Le fragment d'ADN (25 ng) est chauffé à 95 oc afin de séparer les 2 brins. Après un 

refroidissement brutal, on ajoute un cocktail d'héxanucléotides synthétiques, des dATP, dGTP, 

dTTP et a 32dCTP. Ces oligonucléotides hybridés au brins du fragment d'ADN servent alors 

d'amorce pour le fragment de Klenow de l'ADN polymérase 1, qui reconstitue le second brin et 

incorpore le dCTP radioactif Les nucléotides non incorporés sont sèparés de la sonde marquée 

par une chromatographie de gel-filtration. La sonde est ensuite dénaturée par la soude et 

neutralisée par de l'acide chlorhydrique. 

X PROTOCOLE ORIGINAL ADAPTE A LA PREPARATION DE 
GRANDSARN 

· Cette technique dite "optimisée" reprend les grandes étapes de celle que nous avons 

décrite précédemment (les tampons et les quantités utilisés sont identiques). 

Nous avons modifié peu à peu les paramètres qui nous semblaient pouvoir avoir un rôle 

dans la dégradation mécanique des ARN, c'est à dire que nous avons éliminé certaines étapes 

et nous avons en adapté d'autres : 

1- la première étape importante est la collecte et le stockage du tissu : le tissu doit être 

sidéré dans l'azote liquide le plus rapidement possible après la résection. 

2- le tissu est broyé sous azote liquide jusqu'à l'obtention d'une poudre fine. Le tampon 

GT est ajouté dans le mortier et homogénéisé au tissu sous azote liquide, ainsi tout le volume 
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du tissu sera en contact avec du tampon GT lors de la décongélation. (dans la technique 

habituelle, le tampon GT est versé sur le tissu réduit en poudre, sans mélange préalable avant la 

décongélation). 

3- l'échantillon dégelé est filtré sur gaze stérile, l'étape d'homogénéisation à l'aide d'un 

homogénéiseur est supprimé, ainsi que les passages à travers les aiguilles d'une seringue pour 

diminuer casser l'ADN. 

4- l'échantillon est ensuite déposé directement et très délicatement sur le coussin de 

CsCl, et centrifugé dans les mêmes conditions. Les résultats obtenus après centrifugation ont 

montré: 

*que la composition du tampon assure la lyse cellulaire sans utiliser 

l'homogénéiseur; 

*que l'ADN "flotte" dans le surnageant (visible à l'œil nu), il n'est pas retrouvé 

avec l'ARN et donc que l'étape de passage à la seringue pour casser l'ADN n'est 

pas indispensable, et au contraire pourrait entraîner la dégradation de l'ARN. 

5- le culot est repris dans les mêmes conditions, excepté l'utilisation de la pipette 

Pasteur a été supprimé au profit de pipette à embout plus large type 10 ml. La mise en solution 

du culot se fait très délicatement en évitant des "pipetages" trop brusques. 

6- la purification de l'ARN est poursuivie comme précédemment avec remplacement 

des étapes de mélange au vortex par un mélange par plusieurs retournements de tubes. Les 

mêmes précautions concernant le pipetage sont utilisées. 

7- l'ARN est repris en eau DEPC, dosé et stocké à -80°C. Les étapes de congélation et 

décongélation doivent êtres évitées, l'ARN est aliquoté par tubes d'environ lOJlg. 
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Denhardt's SOX 

eau DEPC 

formamide désionisée 

MOPS lOX 

PBS 

SSC 20X 

SSPE 20X 
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LEXIQUE DES FORMULES 

ficoll 400 ---------------------------------1 g 
polyvinylpyrrolidone --------------------1 g 
sérumalburnine bovine ------------------1 g 
eau stérile----------------------- qsp 100 ml 
filtrer sur filtre 0,2211m 

eau stérile--------------------------------- 1 1 
DEPC ( diéthylpyrocarbonate )-------- 1 ml 
ajouter le DEPC sous hotte, agiter vivement, 
laisser minimum une nuit avant autoclavage. 

résine AG 501X8 ------------------------5 g 
formamide --------------------------- 100 ml 
sous agitation à l'abri de la lumière, 
récupére la formamide, 
recommencer avec 5 g de résine neuve 

MOPS ---------------------------------- 10 g 
acétate de sodium 3M---------------4,2 ml 
EDTA 0,5M pH 8--------------------- 5 ml 
eau DEPC ---------------------- qsp 250 ml 
ajuster à pH ?(avec NaOH 3M),autoclaver 

Na C 1 --------------------------------------8 g 
lCCl------------------------------------- 0,2 g 
N a2HPO 4, 2H20 --------------------- 1, 78 g 
lCH2P04------------------------------- 0,24 g 
eau stérile-----------------------------qsp 1 1 
ajuster à pH 7,4 (avec HC11N) 

NaCI -----------------------------------175 g 
citrate tri sodique--------------------- 88,2 g 
eau stérile-----------------------------qsp 1 1 
ajuster à pH 7 

NaCl -----------------------------------174 g 
NaH2P04, H20-----------------------2?,6 g 
EDTA---------------------------------- 7,4 g 
eau stérile-----------------------------qsp 1 1 
ajuster à pH 7,4 (avec NaOH 1 ON) 



TE lOX 

Tampon de dénaturation 
des ARN-formamide 

Tampon de dénaturation 
des ARN-glyoxal 

Tampon préhybridation/ 
hybridation ARN 

Tampon préhybridation ADN 

Tampon hybridation ADN 

Tampon GT 

tri$----------------------------------- 12, 1 g 

~DllA---------------------------------- 2,9 g 
eau D ~PC ---------------------- q sp 100 ml 
ajuster à pH 7 (avec HCllN) 

formamide désionisée ------------------5 111 
formaldéhyde désionisée ----------- 1, 78 J.ll 
MOPS 1 OX------------------------------1 J.ll 

J\JRJ\l -------------------------------------){ J.ll 
eau D~PC -----------------:------- qsp 10 J.ll 

glyoxal 6M --------------------------- 2, 7 111 
DMSO -----------------------------------8 J.ll 
Na2HP04 0, lM pH7 ---------------- 1,6 J.ll 

J\JRJ\l -------------------------------------){ J.ll 
eau D~PC ------------------------ qsp 16 111 

formamide désionisée ----------------50 ml 
S SP~ 20X -----------------------------25 ml 
Denhardt's SOX -----------------------20 ml 
SD S ---------------------------------------2 g 
ADN de sperme de saumon(10mg/ml)1 ml 
eau stérile----------..;------------- qsp 100 ml 

SSC 20X -----------------60 ml 
Denhardt's SOX -----------------------20 ml 
SD S 1 0% ------------------------------1 0 ml 
eau stérile------------------------ qsp200 ml 

SSC 20X -----------------------------60 ml 
Denhardt's SOX -----------------------20 ml 
ADN de sperme de saumon(! Omg/ml)S ml 
sulfate de dextran---------------------- 20 g 
SD S 1 0% ------------------------------ 1 0 ml 
eau stérile------~----------------- qsp200 ml 

isothiocyanate de guanidinium -----23,6 g 
citrate trisodique-------------------73,5 mg 
sarcosyl----------------------------- 250 mg 
eau stérile------------------------- qsp 50 ml 
ajouter (sous hotte)du D~PC (1 J.ll/ml), 
agitation vive, laisser minimum une nuit 
avant autoclavage, conserver à 4°C, à 
l'abri de la lumière. ~xtemporanément, 
ajouter 357 J.ll de ~-mercaptoéthanol 
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Tampon LiCI/urée 

Gradient CsCI 

TE-SDS lOX 

Tampon d'équilibrage 
colonne oligodT cellulose 

Tampon de dépôt 
ARN poly(A +) 

Tampon de décrochage 
ARN poly(A +) 

urée --------------------------------- 36,04 g 
Li Cl --------------------------------- 16,96 g 
eau stérile------------------------ qsp 100 ml 

CsCl------------------------------------- 24 g 
EDTA O,IM pH 7,5--------------- 12,5 ml 
dissoudre au bain marie à 60°C 
EDTA O,IM pH 7,5-------------qsp 25 ml 
ajouter (sous hotte)du DEPC (lJ.ll/ml), 
agitation vive, laisser minimum une nuit 
avant autoclavage, conserver à 4°C, à 
l'abri de la lumière. 

Tris lM pHS--------------------------- 5 ml 
EDTA 0,5M pHS---------------------- 1 ml 
SD S 10% ------------------------------- 5 ml 
eau DEPC ------------------------ qsp 50 ml 
autoclaver. Préparer une solution aul/10, 
autoclaver. 

Tris 0, lM pH7,6----------------------50 ml 
NaCl 2M---------------------------- 62,5 ml 
SDS 10%-----------------------------2,5 ml 
EDTA O,IM pH 7,6-----------------2,5 ml 
eau stérile----------------------- qsp 250 ml 

Tris 0, lM pH7,6----------------------20 ml 
Na Cl 2M -------------------------------25 ml 
SDS 10%------------------------------- 1 ml 
EDTA 0, lM pH 7,6------------------- 1 ml 
eau stérile-----------------------:-- qsp 50 ml 

Tris 0, lM pH7,6----------------------25 ml 
SDS 10%--------------------------- 1,25 ml 
EDTA O,lM pH 7,6-----------------2,5 ml 
eau stérile----------------------- qsp 250 ml 
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