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Le mucus est un terme générique
désignant les sécrétions physiologiques visqueuses
et viscoélastiques qui recouvrent les épithéliums
des vertébrés (poissons, mammiferes) et
invertébrés (coelomates, mollusques). Chez les
mammiféres, le terme de mucus est restreint a la
sécrétion qui recouvre et protége les épithéliums
des tractus respiratoire, gastro-intestinal et
urogénitaux ainsi que les muqueuses, sous-
mugqueuses et sécrétions des glandes exocrines. Ce
mucus constitue I’interface entre 1’environnement
extérieur et 1’épithélium. Les fonctions dévolues au
mucus ne sont pas uniquement des fonctions de
protection et/ou lubrification. En effet, le mucus a
d'autres fonctions biologiques comme par exemple
dans la locomotion des gastéropodes. Il joue aussi
le role de barriére imperméable protégeant ainsi les
organismes des changements soudains de la
pression osmotique. Chez le ver par exemple, le
mucus le pourvoit d’une paroi semi-perméable
permettant le passage d’oxygene et de dioxyde de
carbone. Le mucus est donc un systéme ancien de
protection de 1’organisme et ses réles biologiques
se sont diversifiés au cours de 1’évolution. Le
mucus joue, selon I’espéce, [’organe et le moment
ou il est produit, des rdles parfois contradictoires ;
par exemple, si il est indispensable a la survie de la
flore intestinale, il est aussi 1’'un des éléments
majeurs  responsables de  D’épuration de
I’épithélium bronchique et donc de 1’élimination
des bactéries. Cette adaptation évolutive doit donc
étre le fruit des variations des compositions
biochimiques des différents mucus.

Chez les vertébrés, le mucus forme un
tapis continu d’épaisseur variable a la surface des
épithéliums, constituant ainsi une barriére de
protection efficace entre ’environnement et la
muqueuse. Ce film protecteur est formé de deux
phases: une phase aqueuse au contact des cellules,
de faible viscosité proche de celle de 1’eau et une
phase superficielle, ou phase gel, se caractérisant
par une viscosité et une élasticité élevées. Le
mucus est trés hétérogeéne, il est constitué d’eau
(95 %), d’¢électrolytes et de composés organiques,
majoritairement les mucines, molécules qui
conférent au mucus ses propriétés rhéologiques.

Les mucines : généralités
Les mucines sont des O-glycoprotéines de

haute taille moléculaire dont les chaines

glycanniques représentent plus de 50 % du poids
sec. Les chaines oligosaccharidiques sont liées aux
nombreux résidus Ser et Thr de 1’axe peptidique de
la mucine (encore appelé apomucine) via des N-
acétylgalactosamines. Ces chaines
oligosaccharidiques, composées de galactose, de
glucose, de fucose, de N-acétylglucosamine, de N-
acétylgalactosamine et d’acide sialique,
maintiennent la mucine sous une forme linéaire
[1,2].

Du fait de la structure méme des mucines,
la détermination de leurs séquences peptidiques
par la dégradation de Edman s’est révélée
inopérante. Les techniques de ’ADN recombinant
ont permis de pallier les difficultés de 1’é¢tude des
apomucines. D¢s la fin des années 80, plusieurs
laboratoires se sont lancés avec plus ou moins de
succes dans le clonage d’ADNc partiels de
mucines puis des geénes correspondants. Depuis, 8
genes ont ¢été identifiés chez 1’Homme et
dénommés MUCI a MUC?7, incluant MUCS5B et
MUCS5AC [3]. Des homologues chez 1’animal

(Tableau 1) ont parfois ¢été caractérisés
(partiellement).
Tableau I : Les génes de mucines humaines et leurs

homologues chez l'animal.

Géne humain Homologue(s) chez I'animal

MUCI Rat, souris, hamster etc...
MUC2 Rat, souris
MUC3 Rat, souris
MUCH4 Rat
MUCS5B

MUCS5A4AC Rat, souris, porc
MUC6
MUC7 Rat, souris

Les séquences déduites montrent que 1’axe
peptidique des mucines est constitu¢ de motifs
répétés riches en résidus Ser, Thr, Pro et Ala. Ces
motifs répétés varient en longueur et dans leur
séquence d’un géne a D’autre, d’une espéce a
I’autre (Tableau II). La plupart des génes de
mucines présentent un polymorphisme de type
VNTR, c’est-a-dire que le nombre de répétitions
varie d’un individu a ’autre. Le fait que les génes
de mucines posseédent ces motifs répétés en tandem
et codent de longs transcrits accroit a la fois



I’instabilit¢é des clones et les difficultés de
séquencage (répétition des séquences et des sites
de restriction).

Tableau II Séquences peptidiques consensus des
domaines répétitifs des mucines humaines.

Géne pb aa Séquence consensus

MUCI 60 20 PDTRPAPGSTAPPAHGVTSA

MUC2 69 23 PTTTPITTTTTVTPTPTPTGTQT

MUC3 51 17 HSTPSFTSSITTTETTS

MUC4 48 16 TSSASTGHATPLPVTD

MUCSAC 24 8§ TTSTTSAP

MUCSB 87 29 AT(G/S)STATPSS(T/S)PGT(T/A)H/W)T
(B/L)(B/T)VL(T/S)(T/S)T(A/T)TT(P/T)T

MUC6 507 169 SPFSSTGPMTATSFQTTTTYPTPSHP
QTTLPTHVPPFSTSLVTPSTGTYITP
THAQMATSASIHSTPTGTIPPPTTLK
ATGSTHTAPPMTPTTSGTSQAHSSFS
TAKTSTSLHSHTSSTHHPEVTPTSTT
TITPNPTSTGTSTPVAHTTSATSSRL
PTPFTTHSPPTGS

MUC7 69 23 TTAAPPTPSATTPAPPSSSAPPE

I a ét¢ montré¢ une spécificité tissulaire de
I’expression des génes de mucines, mais aussi une
spécificit¢  cellulaire. Par exemple, MUC4
s’exprime indifféremment dans les cellules
caliciformes et les cellules ciliées de la plupart des
muqueuses ainsi que dans les entérocytes alors
que, au contraire, MUC5B a une expression
tissulaire limitée aux glandes sous-maxillaires et
bronchiques, a la vésicule biliaire, au pancréas et a
I’endocol. L’ensemble des résultats est résumé par
le Tableau III. 11 est aussi intéressant de noter que
les mucines sont des molécules oncofcetales qui
s’expriment au cours du développement
embryonnaire et foetal avant méme que n’existent
les phénomenes de la mucosécrétion [8, 9].

Outre des altérations de la fraction
glycosylée, des sous- et/ou sur-expressions des
mucines ont été trouvées dans de nombreuses
pathologies touchant les ¢épithéliums dont les
cancers €pithéliaux qui représentent plus de 90%
des cancers chez ’Homme [10]. L’expression des
mucines humaines en situation normale et
pathologique est étudiée par hybridation in situ,
Northern et Dot blots et en immunohistochimie
depuis plusieurs années et les résultats confirment
I’intérét que peuvent avoir ces geénes comme
marqueurs de diagnostic et/ou de pronostic.

Mucines, «mucin-like» et «<mucin-type»
On distingue généralement les mucines
séerétées (MUC2, MUCSB, MUCSAC, MUC6,

MUC7 chez I'Homme et leurs homologues
animaux) et les mucines membranaires, encore
appelées “mucin-like” (MUC1, MUC3, MUC4
chez I’Homme et leurs homologues animaux).
Cependant, ces mucin-like, au moins MUCI1 et
SMC (constituée de ASGPl et ASGP2),
I’homologue chez le rat de MUC4, sont dans
certaines conditions protéolysées relarguant la
fraction extracellulaire fortement O-glycosylée. De
plus, il semble que certaines de ces mucines
transmembranaires peuvent aussi étre
sécrétées lorsque 1’exon  codant le domaine
transmembranaire est épissé. La distinction entre
mucines sécrétées et mucines membranaires est
donc insuffisante.

Des O-glycoprotéines de type mucine ont
été trouvées associées a des cellules humaines non-
¢épithéliales, comme par exemple la glycophorine,
glycoprotéine intégrée dans la membrane des
hématies ou encore la leucosialine (parfois appelée
sialophorine ou encore CD34) qui s’exprime a la
surface des cellules B, T, des macrophages, des
plaquettes et des granulocytes. Ces mucines,
parfois aussi appelées “mucin-type”, jouent le role
de ligand pour les sélectines [pour revue voir [11].

Des mucin-like sont aussi exprimées a la
surface du protozoaire Trypanosoma cruzi.
L’apomucine est essentiellement constituée d’un
motif, riche en résidus Thr (motif trouvé dans la
souche CA1/72 : TTTTTTTTKPP). Certains de ces
motifs sont potentiellement O-glycosylables; ce
motif, non conservé d’une souche a I’autre, est
répété en tandem dans la région centrale de
I’apomucine. Le nombre de motifs parfaits est
variable selon les parasites d’une méme souche; ce
motif est donc de type VNTR [12]. Une famille de
genes similaires comprenant au moins 10 membres
a ¢été décrite chez Leishmania major [13]. Parce
que la fonction de ces mucines ne correspond pas a
la définition donnée plus haut quant a leur role,
nous nous focaliserons désormais uniquement sur
les mucines exprimées a la surface des
épithéliums.

Proposition d’une nouvelle classification des
mucines

Les études structurales des genes de
mucines chez ’'Homme et 1’animal montrent que
les mucines sont des protéines mosaiques dont



Tableau 111 : Profil d'expression des génes de mucines chez l'adulte par hybridation in situ [4-7].

MUQUEUSES SONDES
HUMAINES MUC2 MUC3 MUC4 MUC5B MUCS5ACMUCG6 MUC 7
Glandes salivaires G: - G:- G:- G:+++ G:- G:- G:+++
Bronches S:++ S:- S:++ S:- S:-/+++ S:- S:-
G:- G:- G:- G:++ G:- G:- G:+++
Fundus S:- S:-/+ S:-/+ S:- S:++++ S:-Ct:+ S:-
G:- G:- G:- G:- G:- G:- G:-
Antre pylorique S:- S:++ S:-/H+ S:- S:++++ S:- S:-
G:-H+ G:+ G:- G:- G:- G:++H+++ G: -
Duodénum S:++++ S:+++ S:- S:- S:- S:- S:-
C:++++ C:-/+ C:- C:- C:- C:- C:-
G:+ G:- G:- G:- G:- G:++H+++ G: -
Jéjunum S:++++ S:+++ S:- S:- S:- S:- S:-
C:+t+++ C:-/+ C:- C:- C:- C:- C:-
Iléon S:++++ S:+++ S:-/+ S:- S:- S:- S:-
C:+t+++ C:-/+ C:-/+ C:- C:- C:- C:-
Colon S:4++++ S:++ S:++ S:- S:- S:- S:-
C:++++ C:- C:++ C:- C:- C:- C:-
Vésicule biliaire S:+ S:+++ S:- S:+ S:+ S:-/+ S:-
I:+ I:+++ I:- I:++ I:+ I:+++ I:-
Pancréas D:-/+ D:+++ D:- D:++ D:- D:+
Prostate G:- G:- G:++ G:- G:- G:- G:-
Endocol S:+ S:- S:++ S:+ S:++ S:+ G:-
G:+ G:- G:++ G:+ G:++ G: S:-

S : épithélium de surface; G : épithélium glandulaire; C : cryptes; I : invaginations de 1'épithélium;

Ct : collet; D : cellules des canaux.

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

certaines présentent des domaines de structure
semblable. Ces données permettent a présent de
proposer une nouvelle classification des mucines
qui prend en compte la présence de certains
domaines caractéristiques dans les séquences
déduites des genes correspondants. A coté de la
petite mucine MUCI, on peut distinguer 3 familles
de mucines : les mucines solubles, les mucines
ayant 2 motifs EGF-like et les mucines ayant 1
motif TGF-p.

* MUC1

Le géne MUCI est bien caractérisé. Il est
composé de 7 exons et s’étend sur 4 a 7 kb, selon
le nombre variable de répétitions du motif de 60

pb. La protéine posséde une séquence hydrophobe
transmembranaire, mais une forme soluble de
MUCI, engendrée par I’action d’une protéase, a
aussi ¢été¢ décrite [14]. Deux autres formes
dépourvues du domaine répétitif O-glycosylé ont
été observées (pour revue [3]). Ces deux formes ne
peuvent pas étre réellement considérées comme
des mucines et leur role est inconnu. Enfin, il a été
suggéré que la queue cytoplasmique interagit avec
des protéines de structure du cytosquelette [15].

* Les mucines solubles

L’organisation génomique de MUC7 a été
entiérement élucidée [16, 17]. Le géne s’étend sur
10 kb et comprend 3 exons. La protéine MG2 (377



aa), issue du geéne MUC7, est sécrétée
spécifiquement par les cellules séreuses des
glandes salivaires et bronchiques et n’est pas
impliquée, directement, dans la formation du gel
de mucus car elle n’établit pas de ponts
interchaines. Ceci n’exclut cependant pas des
interactions non covalentes avec des mucines qui
forment le gel. De plus, cette molécule est
fortement O-glycosylée et donc trés hydrophile.
Nous pouvons la qualifier de «mucine solubley. Il
est probable que cette mucine joue essentiellement
un rdle dans [’interaction avec les bactéries et
d’autres molécules dont les IgAs (pour revue, voir

[18]).

Chez le rat, un géne Rmucsmg constitué de
3 exons codant une petite mucine de 243 aa a été
cloné [19]. Cette mucine soluble salivaire semble
étre I'homologue de MUC?7. A partir des séquences
codantes de Rmucsmg a été cloné I'ADNc de
I'homologue murin Mucsmg [20].

¢ Les mucines ayant des domaines EGF-
like

Les régions centrale et carboxy-terminale
de MUC3 ont été partiellement caractérisées. La
mucine posseéde dans sa région carboxy-terminale
(617 aa) un motif riche en résidus Cys qui est de
type EGF-like [21]. Trés récemment, un deuxiéme
motif EGF-like et une région transmembranaire
ont été retrouvés (Crawley et al., soumis).

Les ADNCc des régions 3' des génes MUC3
de rat (RMuc3) et de souris (Muc3) ont été clonés
[22, 23]. Ces ADNc codent chacun 2 motifs EGF-
like et un peptide potentiellement
transmembranaire.

Un ADNc complet de MUC4 codant une
apomucine possédant entre 4468 et 8468 acides
aminés, selon le nombre variable de répétitions du
motif élémentaire de 16 aa, vient d’étre publié [24,
25]. Comme MUCS3 et ses homologues chez le rat
et la souris, MUC4 posséde dans sa région
carboxy-terminale 2 motifs de type EGF et une
séquence hydrophobe potentiellement
transmembranaire. Les régions non répétitives de
MUC4 présentent des similarités de séquence avec
les régions non répétitives de SMC suggérant que
SMC est probablement 'homologue de MUCA4.

SMC est maintenant trés bien caractérisée
et est a ce titre un excellent modele d’étude des

mucines ayant des domaines EGF-like. Les deux
composantes de SMC que sont ASGP-1 et ASGP-
2 (“Ascites Sialomucin Glycoproteins™) sont 2 O-
glycoprotéines naturellement exprimées a la
surface des cellules épithéliales. Elles ont été
isolées a la surface de cellules d’un
adénocarcinome mammaire chez la rate [26]. Les 2
glycoprotéines ASGP-1 et -2 sont issues d’un
méme précurseur polypeptidique. En s’appuyant
sur des études biochimiques un modéle a été
proposé dans lequel le précurseur peptidique
appelé pSMC-1 (Figure 1; [27]) est synthétisé dans
le réticulum endoplasmique et N-glycosylé [28].

A ASGP-1 (2172 22) ASGP-2 (728 3a)

< >
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IMm unique 2T unique
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B
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réticulum endoplasmique,
Neglycosylation

B

Figure 1. Schéma d’organisation peptidique de SMC
(A) et modéle de biosynthése avant la réinternalisation

(B).

Ce précurseur est ensuite O-glycosylé et est clivé
pour donner les 2 entités ASGP-1 et -2, et ce
probablement avant d’arriver dans le compartiment
médian du Golgi. Ces 2 molécules restent
associées par des liaisons non covalentes. Il a
ensuite ét¢ montré que ’ASGP-1, une fois a la
surface de la cellule épithéliale sécrétrice, peut étre
internalisée rapidement dans un compartiment
intracellulaire de la cellule ou il y a addition et
¢longation de nouvelles chaines
oligosaccharidiques [29]. Ces glycoprotéines
jouent un role dans la protection de ces cellules
cancéreuses. L'augmentation de I’expression des
ASGP et leur mauvais adressage font qu’elles sont
impliquées dans le processus métastatique et leur
expression est associée a la résistance de la cellule
cancéreuse aux cellules NK [30]. L’ADNc complet
a été séquencé [31]. Le transcrit a une taille de
9270 pb. Le complexe ASGP-1/ASGP-2 existe
sous une forme sécrétée et une forme membranaire
dans les glandes mammaires et le lait, mais
uniquement sous une forme soluble dans le célon
[32]. Cette derniére forme résulte de I’absence du

O-glycosylation

Protéolyse du
précurseur



domaine carboxy-terminal de I’ASGP-2, c’est-a-
dire de la région transmembranaire. La sous-unité
ASGP-2 contenant le domaine transmembranaire
posseéde 2 motifs EGF-like [33] dont I'un est
similaire aux motifs EGF ayant une activité facteur
de croissance. La sous-unité ASGP-2 peut moduler
la phosphorylation et l'activitt du récepteur
tyrosine-kinase p185"/ErbB2 par interaction
directe entre I’ASGP-2 et ErbB2 via un motif EGF
de I’apomucine [34].

¢ [es mucines ayant un domaine TGF-f

Des 8 geénes de mucines humaines, 4 ont
été localisés sur un fragment génomique de 400 kb
en 11pl5.5. Une étude en électrophorése en
champs pulsés a permis de déterminer 1’ordre de
ces 4 genes et de les localiser par rapport aux
autres genes de la région [35] : Télomére-HRAS-
MUC6-MUC2-MUC5AC-MUC5B-IGF2-
Centromere. Ces mucines de masses moléculaires
¢élevées sont sécrétées. Elles sont synthétisées par
des cellules glandulaires de la sous-muqueuse et
des cellules épithéliales spécialisées, appelées
cellules sécrétrices au niveau des ¢épithéliums
bronchiques, des cellules caliciformes dans
I’épithélium colique ou cellules a pdle fermé au
niveau de I’estomac. Ces mucines sont sécrétées
sous forme de granules, qui, libérés dans Ia
lumiére, forment au contact de 1’eau un gel
viscoélastique a la surface de I’épithélium. Une
caractéristique essentielle des mucines sécrétées
est leur structure oligomérique. La réduction des
ponts disulfures provoque une diminution de la
viscosit¢é du mucus; ’intégrité de ces ponts
disulfures est indispensable a la fonction de ces
mucines. Une séquence de 15720 pb d’un transcrit
“virtuel” (puisque la séquence de la partie centrale
n’a été qu’extrapolée) du géne MUC?2 codant une
apomucine de 5177 aa a permis pour la premicre
fois de schématiser sur des bases moléculaires une
mucine sécrétée humaine. La partie centrale de
MUC2 est constituée d'une énorme région
purement répétitive de 2 a 3000 aa de type VNTR
précédée dun domaine répétitif plus petit,
irrégulier et non VNTR. Ce domaine est bordé de
part et d’autre par 2 motifs riches en résidus Cys
(108 aa, 10 Cys) retrouvés dans MUCSAC,
MUCSB et les homologues animaux. La séquence
de la région répétitive a essentiellement été déduite
d’apres des expériences de Southern blot utilisant
des coupures enzymatiques totales et partielles et

une sonde reconnaissant la région répétitive. La
partie carboxy-terminale posséde un petit domaine
de type mucine de 139 aa suivi d'un long domaine
de 845 aa riche en résidus Cys et possédant des
sites potentiels de N-glycosylation. Le domaine
amino-terminal est lui aussi trés complexe, riche
en résidus Cys et présente, comme le domaine
carboxy-terminal, des homologies avec certains
domaines du pro-facteur de vWF [36-40].

Des ADNc des régions qui bordent la
partie centrale de RMuc2 (MUC2 de rat) ont été
publiés [41-45] ainsi que ’ADNCc tout a fait 5° de
MUC2 murin (Muc2) [46]. Les séquences
montrent que ces ADNc sont trés similaires a
I’ADNc de MUC?2 et codent tous des domaines
retrouvés dans le vVWF ainsi que 2 motifs CYS
pour RMuc2.

Quelques ¢léments d’organisation
génomique et un ADNc 3° de MUC6 ont été
publiés [47, 48]. La partie en aval de la région
centrale portant le motif répété en tandem
caractéristique de MUC6 contient 2 exons codant
une région riche en résidus Ser, Thr et Pro mais
pauvre en résidus Cys. Cette région est suivie d’un
domaine d’une centaine d’acides aminés contenant
10 résidus Cys aux positions conservées par
rapport aux séquences carboxy-terminales de
MUC2, MUCS5B, MUCSAC et du vWF (voir plus
loin).

Plusieurs ADNc de MUCSAC chez
I’Homme, la souris et le rat ont été clonés ces
dernieres années [3] et suggerent que MUCSAC a
une construction trés semblable a celle de
MUCS5B . Nous reviendrons dans la suite de cet

article sur les connaissances acquises au
laboratoire sur MUCSAC.

e MUCSB : mode¢le d’étude des mucines
sécrétées

Nous avons déterminé la séquence

compléte du géne MUCSB. C’est, apres MUCI et
MUC7 qui sont des génes relativement petits, la
seule séquence entiérement connue pour un tres
grand géne de mucine puisqu’il s’étend sur une
quarantaine de kilobases. MUC5B est donc un
excellent modéle d’étude de mucine sécrétée. Deux
cosmides d'environ 45 kb chevauchants sur 10 kb
permettent de disposer du geéne entier. Le transcrit
de MUCS5B a une taille de 17,6 kb et ceci est en
bonne corrélation avec les études en Northern blot



[49]. La région centrale de MUCS5B [50] code un  I’agencement en alternance de 3  sous-
peptide  déduit de 3571 aa composé domaines (Figure 2) :
majoritairement (3254 aa sur les 3571 aa) de
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Figure 2 : Organisations génomique et peptidique déduite de MUCSB.

- un domaine de 108 aa, appelé sous-domaine CYS
(«Cys subdomainy), riche en résidus Cys (10 Cys
soit 9,3%) et trouvé 7 fois dans MUCS5B, 2 fois
dans MUC2, au moins 6 fois dans MUCS5AC
(Figure 3). Ce domaine est également retrouvé
dans des mucines animales MucSac, RMuc2,
RMucSac et PGM-2A (Pig Gastric Mucin). Ce
domaine est pauvre en résidus Thr et Ser.

- un domaine de 111 aa, appelé R-end, retrouvé 4
fois dans MUCSB et trés conservé. Ce domaine

est riche en résidus Thr et Ser (Thr+Ser=48,6%)
et en résidus Pro (14,2%).

- un domaine trouvé 5 fois et appelé R. Ce
domaine est constitué¢ de la répétition en tandem
(11, 17 ou 23 fois) du motif élémentaire et
irrégulier de 29 aa (87 pb). Ces sous-domaines R
sont riches en résidus Ser et Thr, ainsi qu’en
résidus Pro.

Al A2 A3 B1-3C1-2CK Facteur de
T TN von Willebrand
BCCK

| J0I IO IO OO0 vucsB

U_I_LI_“.H.WNE/ /:lﬂ]]:l:. MUCSAC

Il vuce

/
TR 23aax51-115//
//

[
»

Domaine Central

Figure 3 : Organisations peptidiques comparées du facteur de von Willebrand, de MUC5B, MUC5AC et
MUC2.Les régions centrales de MUC2 et MUC5AC n’ont pas été clonées. Les ovales représentent les sous-

domaines CYS (108 aa; 10 résidus Cys).

Puisque MUCS5B posseéde une alternance
de plusieurs domaines distincts et qu'un motif
donné répété en tandem est rarement 100%
homologue a un autre motif (motifs imparfaits)
nous avons pu sous-cloner et séquencer

entierement cette région. Ces caractéristiques nous
ont permis de plus de montrer que la région
centrale de MUCS5B est codée par une énorme
région exonique (pas d'intron) et que cette région
exonique de 10,7 kb n’a pas de site d’épissage



interne. Cet exon, le plus grand jamais caractérisé
chez I’Homme (10713 pb), est équidistant d’une
dizaine de kilobases d’un ilot CpG en 5’ et d’un
signal de polyadénylation en 3. Dans la littérature,
bon nombre d'auteurs qui ont étudi¢ de grands
transcrits pensent souvent avoir caractérisé en
méme temps un énorme exon. Cependant, pour la
plupart de ces génes, aucun élément de preuve
indiscutable n'a pu étre rapporté car ces genes
codent presque toujours des motifs répétés en
tandem. La taille des fragments génomiques
portant ces motifs est alors estimée par Southern
blot avec des coupures de restriction partielles et
totales et le nombre de motifs et la séquence sont
extrapolés. Cette méthode a I’inconvénient de ne
pas pouvoir détecter d'éventuels petits introns ni
d'exclure qu'une partie du cadre ouvert de lecture
(extrapolé le plus souvent), méme contenant des
motifs répétés en tandem, ne soit en fait intronique.
Grace aux technologies actuelles, il semble
possible de montrer I'existence d'un énorme exon,
si et seulement si ce putatif exon posséde des
motifs répétés mais non parfaitement identiques
entre eux. En effet, ceci permet alors d’effectuer
des RT-PCR chevauchantes et parallelement des
PCR sur de I’ADN génomique. On peut alors avoir
la quasi-certitude qu’une grande région est
totalement exonique et qu’elle ne possede ni site
d’épissage alternatif 5° donneur interne, ni site
d’épissage alternatif 3’ accepteur interne.

La région 3’ du géne MUC5B (10,6 kb)
(voir Figure 2) comprend 18 introns (nommés tout
d'abord de A a R, puis de 30 a 47) qui ont des
tailles comprises entre 114 et 1118 pb [51].

L’intron 36 (7'°™€ intron en aval de 1’exon
central) a une taille de 538 pb. II est
majoritairement constitu¢ d’un motif parfait de 59
pb répété 8 fois en tandem. Le premier motif est en
partie sur I’exon précédant I’intron 36. Ces motifs,
trés riches en G+C, contiennent tous une boite GC.
Une protéine nucléaire de 42 kDa [52] reconnait
cette boite et pourrait étre impliquée dans la
régulation de MUCS5B ou d’un géne proche de
MUCSB. Par ailleurs, le nombre de répétitions de
ce motif varie d'un individu a l'autre [53] ce qui
peut se révéler important dans le cadre de 1’étude
de la régulation de I’expression. La partie 3’ de
MUCS5B code un peptide de 808 aa qui présente
des similarités avec la région carboxy-terminale du
vWF. Ainsi, MUC2, MUCS5AC et MUCSB

possedent des régions carboxy-terminales trés

homologues entre elles, tout particulierement en ce

qui concerne les positions des résidus Cys.

L’analyse des séquences peptidiques permet de

subdiviser en 6 domaines la région carboxy-

terminale de MUCS5B comparativement aux

régions carboxy-terminales de MUCS5AC et MUC2

[51](Figure 3) :

- un premier domaine appelé «MUCI11pl5-type»
car retrouvé uniquement dans ces 3 apomucines

- un petit domaine commun aux 3 mucines et au
vWEF, situé dans ce dernier entre le domaine A3
et le domaine D4 et nommé A3uD4.

- un domaine D4-like semblable a celui du vWF

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

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

- un domaine CK ("pour Cystine Knot") qui fait de
MUC5B, comme de MUCSAC, MUC2 et
MUC6, des membres de la mégafamille des
protéines a CK (famille TGF-p). Ce domaine est
impliqué dans la dimérisation des protéines.

Le travail de  détermination de
l'organisation génomique de la région 3' de
MUC5AC mené en parallele au laboratoire a
bénéficié des connaissances acquises sur MUCSB
puisque les positions des introns sont conservées
entre les 2 génes [54]. MUCSAC présente une
structure plus proche de celle de MUCSB que de
celle des 2 autres geénes de mucines situés dans le
méme cluster [55].

La majeure partiec de 1'ADNc 5' de
MUCSB a été clonée grace a des expériences de
RT-PCR utilisant des oligonucléotides dégénérés.
L'ADNc total a été obtenu par des expériences
complémentaires de RACE-PCR et RT-PCR.
Parallélement, 1'organisation génomique compléte
de cette région (15 kb) qui comprend 29 exons a
été déterminée [56]. Récemment, un ADNc 5° de
MUCSB plus long a été publié [57], suggérant que
le géne possede en amont de I’exon 1 un second
site d’initiation de la transcription. Un nouvel exon
de 128 pb (exon 0) est séparé de I’exon 1, par un
intron de 2,4 kb (résultat non publi¢). Le peptide
déduit, pour toute la région amino-terminale, est
constitué de 1322 aa et est riche en résidus Cys . Il
est homologue aux régions amino-terminales de
MUC2, de MUCSAC et du pro-vWF (Figure 3).



Le polymorphisme VNTR n’est plus une
caractéristique de toutes les mucines

En utilisant des oligonucléotides choisis
dans D’exon central de MUC5B et des
oligonucléotides qui bornent cet exon central, des
RT-PCR ont été effectuées sur de I’ARN
provenant de différents individus. Par cette
méthode, aucun polymorphisme de type VNTR n’a
pu étre visualis€. Le nombre de répétitions en
tandem du motif de 87 pb est donc trés peu ou pas
variable. Ceci a par ailleurs ét¢ confirmé par
Southern blot en utilisant la sonde répétitive de
MUC5B [58]. 1l est souvent admis que le nombre
de répétitions nucléotidiques en tandem de la
région codante des mucines varie d’un individu a
I’autre. Certains auteurs font de ce polymorphisme
VNTR un critére de définition des mucines ([11]
par exemple). Ceci amenait a penser que la taille
de l’axe peptidique n’est pas cruciale pour la
fonction de la molécule [3], or il semble bien que
le critére de polymorphisme ne convienne ni a
MUC7 [59], ni a MUC5B. L’absence de
polymorphisme VNTR se congoit plus aisément
pour un petit géene comme MUC7. 1l est, par
contre, beaucoup plus difficile d’admettre
I’absence d’un tel polymorphisme sur de trés
grandes régions construites de motifs répétés en
tandem. Il doit donc probablement exister un
“phénomene” génomique qui préserve MUCSB
d’une augmentation ou au contraire d’une
diminution du nombre de répétitions. La taille de la
région répétitive de MUCSB est certainement un
facteur important dans son role biologique. Il n’en
est pas exactement de méme pour les 3 autres
genes du cluster MUC en 11pl5.5. En effet,
MUCG6 est, de ces 4 génes, le plus polymorphique
(VNTR), puis vient MUC2. MUCS5AC n’est pas
trés polymorphique et enfin MUCS5B ne présente
pas de polymorphisme VNTR dans I’ADNc. En
comparant les 4 génes de mucines localisés en
11p15 on remarque que cette différence entre ces 4
genes peut étre reliée a la présence ou non des
régions codant les motifs dénommés sous-
domaines CYS  («Cys-subdomainsy).  Ces
domaines ont été retrouvés 2 fois dans MUC2, au
moins 6 fois dans MUCSAC et exactement 7 fois
dans MUCSB. Il n’en existe probablement pas
dans MUC6. Ainsi, moins il y a de ces sous-
domaines, plus le geéne correspondant montre un
polymorphisme important de type VNTR dans sa
région centrale [58].

Caractéristiques structurales et phylogénése des
mucines du chromosome humain 11

MUC2, MUCSAC et MUCS5B possédent
des domaines D (D1, D2, D', D3 et D4) retrouvés
dans le pro-vWF. Sur le modele du pro-vWF [60],
ces molécules polymériseraient par ces domaines
[61, 62]. Les organisations peptidiques du pro-
vWF, de MUC2, MUC5AC et de MUCS5B sont
schématisées sur la Figure 3. Ces 3 mucines ont
par ailleurs, dans leur domaine central, un domaine
appelé sous-domaine CYS (108 aa; 10 Cys ; Figure
3). Ce domaine a été retrouvé jusqu'a présent dans
ces mucines humaines mais aussi dans des mucines
animales. Nos analyses phylogénétiques des
séquences de ces motifs, I’ordonnancement de ces
motifs (Figure 4) et des génes sur le chromosome
11 montrent que MUC5AC et MUCS5B sont plus
proches I'un de 1’autre dans I’évolution que de
MUC2. Ceci ameéne a penser que MUCSAC et
MUCS5B ont un géne progéniteur commun [55]. Ce
geéne provient d’un geéne ancestral commun
également a MUC?2.

Les 4 mucines dont les génes sont localisés
sur le chromosome 11 sont trés similaires et
possédent toutes dans leur région tout a fait
carboxy-terminale un domaine d'une centaine
d'acides aminés comportant 11 résidus Cys aux
positions treés conservées (Figure 5). Ce motif,
appelé CK pour «cystine knot», a été retrouvé dans
des mucines animales (mucine tégumentaire FIM-
B.1 de xénope, mucines sous-maxillaires de porc et
de bovin, mucines RMuc2 et RMuc5ac) et est trés
similaire au NDP ("Norrie Disease Protein").
L’alignement des motifs CK conforte [’arbre
phylogénétique proposé ci-dessus et montre que
MUC6 est, des 4 génes de mucines du
chromosome 11, le plus éloigné [63]. La structure
tridimensionnelle du NDP déterminée par
modélisation moléculaire est superposable a la
structure 3-D expérimentale du TGF-f3 obtenue par
cristallographie [64, 65]. Ainsi, la structure et le
role biologique du NDP suggérent que cette
protéine pourrait jouer le réle de facteur de
croissance. Des études préliminaires utilisant un
protocole de modélisation par homologie montrent
que le domaine TGF-f de MUCS5B est
superposable a la structure 3D du TGF-f3 obtenue
par cristallographie ([63] et R. Effremov, résultats
non publiés).
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tidiques des sous-domaines CYS des mucines humaines et des mucines

Alignement des séquences pep.
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probablement aux sous-domaines CYS de la partie
centrale de MUCSB.

c C
NDP CMRHHYVDSISHPLYKCS -SKM
VWF CNDITARL-QYVKVGSCKS-SEV
MUC2 CSTVPVT--TEVSYAGC--TKT
RMuc2 CSAIPVM--KEISYNGC--AKN
BOV CRSSSVN--VTVNYNGC - -KKK
PORC CKPSPVN--VTVRYNGC--TIK
MUCSACCAVYHRSL-1-1QQQGCSSSETP
FIM-Bl CKPGEYD-YQNEKTN-C--SAN
MUC5SB CQVRI _NTTI . .LWHQGCETEVN
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BOV LKN-SCLCCQEEN YEYRETID
PORC L[ KN-SCLCCQEEDS--YEFRDIV
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Figure 5 : Comparaison des motifs peptidiques CK du NDP, du vWF, des mucines humaines dont les génes sont localisés en
11pl5 et de certaines mucines animales. BOV, mucine sous-maxillaire de beeuf ; PORC, mucine sous-maxillaire de porc ; FIM-

B.1, mucine tégumentaire de xénope ; RMuc2, MUC?2 de rat.

* e peptide de liaison

De nombreux groupes ont décrit un
peptide de liaison qui relierait plusieurs grandes
sous-unités de mucine. Ce peptide de liaison a une
M, de 70 000 dans I’estomac de porc [73]. Des
travaux effectués en collaboration entre 4
laboratoires ont montré en 1989 [74] qu’une sous-
unit¢ de M, 118 000 purifiée par différentes
techniques biochimiques a partir de nombreux
¢échantillons de différents organes et de différentes
especes, est présente dans les granules de sécrétion
des cellules caliciformes de 1’intestin, et dérive
d’une réduction de ponts disulfures d’une plus
grande sous-unité d’une mucine. Dans la salive un
peptide ayant une M, de 150 000 a été trouvé [74,
75]. Cette sous-unité a été isolée apres réduction
des ponts disulfures a partir de la mucine MGI.
Elle contient des chaines N-glycosidiques tout
comme le peptide de 118 000 [76, 77]. Compte
tenu que I’antisérum dirigé contre la protéine de
liaison de 118 000 isolée a partir d’intestin de rat
reconnait aussi le peptide salivaire de 150 000, il a
été suggéré que la différence de masse observée
entre ces deux peptides pourrait étre due a une
glycosylation différente d’un méme peptide ou de
peptides trés similaires [77]. Ainsi, le peptide de
liaison, plus hydrophobe que la région O-
glycosylable de 1’apomucine, semble é&tre un
peptide libéré par protéolyse d’une mucine et lié
par un ou des ponts disulfures a cette méme
mucine. Dans la salive, ce peptide de liaison
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correspond sans doute a la partie carboxy-
terminale de MUCS5B.

* MUCSB et le modele alterné

La digestion protéolytique des mucines
cervicales et bronchiques met en évidence une
alternance de zones hautement glycosylées et
résistantes a la protéolyse et de zones peu
glycosylées, nues, et sensibles aux protéases. Ces
données biochimiques ont été confortées par des
observations en microscopie électronique : des
anticorps dirigés contre les régions nues se fixent
régulierement le long des filaments de mucines
[78]. D’aprés ces études, il a été proposé que les
mucines s’oligomérisent par la formation de ponts
disulfures interchaines dans les extrémités amino-
et carboxy-terminales des mucines. Les zones
nues, plus hydrophobes, pourraient former des
liaisons non covalentes avec d’autres composants
du mucus, dont des cations, des enzymes, des
protéines et d’autres mucines [79].

Les  régions nues  correspondent
probablement aux sous-domaines CYS (108 aa, 10
résidus Cys). En effet, la distance entre ces régions
nues observées en microscopie électronique est
d’un peu plus de 100 nm, ce qui correspond, si on
considére qu’un aa d’une région étirée a une taille
d’environ 2,5 A [11], a environ 400 aa. Ce nombre
est en trés bonne corrélation avec les tailles des
fragments séparant les sous-domaines CYS de
MUCSB. 11 est possible que les mucines possédant
les sous-domaines CYS forment des liaisons entre
elles, directement ou indirectement, par ces sous-



domaines. Ainsi, les mucines MUC2, MUCS5AC et
MUCSB auraient la capacité de former des mailles
ou la taille de chaque maille est fonction a la fois
de la distance entre les sous-domaines CYS et de la
quantit¢ de mucines sécrétées. Les propriétés
rhéologiques du mucus seraient donc influencées
par deux parametres, I’un régulé (la sécrétion), et
l’autre non régulé (la distance entre les sous-
domaines CYS). Comme nous I’avons vu plus
haut, ce dernier paramétre est invariable d’un
individu a 1’autre, tout au moins pour MUC2 et
MUCSB car, a I'inverse de la région purement
répétitive, la région riche en résidus Thr, Ser et Pro
située entre les deux sous-domaines CYS de
MUC2 et MUCSB ne présente pas de
polymorphisme VNTR.

Les mucines comme modulateurs de D’activité
facteur de croissance ?

e [a famille des mucines ayant 2 domaines
EGF-like

Un des 2 motifs EGF-like de SMC (dans
ASGP-2) possede les acides aminés consensus des
motifs EGF ayant une activit¢é facteur de
croissance [33]. Comme nous ’avons vu plus haut,
la sous-unité transmembranaire ASGP-2 se lie au
récepteur tyrosine-kinase p185™ (dont
I’homologue humain est ErbB2) via ce motif EGF
modulant ainsi la signalisation cellulaire médiée
par la famille des récepteurs de croissance EGF
[34]. SMC est donc une molécule régulée lors du
développement [80] qui agit comme facteur de
croissance ou/et modulateur de 1’activité facteur de
croissance.

e La famille des mucines ayant 1 domaine
TGFp-like

Le motif CK est, comme pour la protéine
NDP et le vWF, un motif a 11 résidus Cys aux
positions trés conservées. Les protéines ayant ce
domaine constituent une sous-famille qui fait
partie de la famille des protéines TGF-[3 contenant

[81]:
- la sous-famille CK a 7 résidus Cys dont un résidu
Cys est impliqué dans une liaison

intermoléculaire et conservé dans cette sous-
famille CK. C’est la famille des TGF-£.

- la sous-famille CK a 6 résidus Cys ou la
dimérisation est non covalente. Le prototype est
le NGF (ou Nerve Growth Factor).
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Les mucines humaines dont les génes sont
localisés sur le chromosome 11 et les homologues
chez 1’animal possédent ce motif structural CK et
peuvent donc étre classées dans la mégafamille des
facteurs de croissance. Ce domaine CK a-t-il pour
autant une activité facteur de croissance ou/et
modulateur de D’activité facteur de croissance ?
Bien que ceci reste encore a démontrer, plusieurs
arguments vont dans ce sens. De nombreuses
observations relient les mucines et certaines
molécules de la matrice extracellulaire (ME)
(comme le Perlecan et la Décorine par exemple) a
la différenciation cellulaire et & la mise en place
des tissus [8, 9, 82] suggérant fortement que les
produits des genes correspondants jouent un role
crucial dans I’embryogenése. Ces protéines de la
ME et les mucines ont par ailleurs une trés grande
région centrale répétitive, parfois fortement
glycosylée (I’Aggrecan par exemple), bordée par
des régions plus riches en résidus Cys. On retrouve
parfois des motifs EGF-like dans ces mémes
protéines de la ME. Enfin, il a ét¢ montré que le
Perlecan intervient directement dans la croissance
et D’invasion des cellules tumorales grace a sa
capacit¢ a lier et a stocker les facteurs de
croissance. De méme, il a ét¢é montré que la
décorine lie avec une forte affinité le TGF-f1. La
décorine joue ainsi un role de réservoir de facteur
de croissance dans le milieu extracellulaire [83-
85]. Il est donc tout a fait probable que les tres
grandes mucines sécrétées ont aussi une fonction
de réservoir des facteurs de croissance. Il est aussi
envisageable, a I’'image de SMC, que ces mucines
agissent directement comme facteur de croissance,
d’autant plus qu’il a été montré récemment, en
utilisant des anticorps dirigés contre la séquence
peptidique déduite de ’ADNc de MUCS5B, qu’une
fraction carboxy-terminale de MUCS5B est
protéolysée libérant alors le domaine CK de
I’apomucine [86].

Perspectives

Les fonctions biologiques des mucines ont
surtout été abordées par des études portant sur la
copule glycannique. La molécule MUCS5B étir¢e,
linéaire, est constituée d’une alternance de régions
fortement O-glycosylables (les domaines R et R-
end) et de domaines nus, c’est-a-dire peu ou pas
glycosylables  (sous-domaines CYS, régions
amino- et carboxy-terminales). Ces régions dites
nues représentent en fait pour MUC5B 50% de



I’apomucine et sont organisées en domaines. Aux
domaines nus retrouvés dans les mucines doivent
correspondre des fonctions biologiques
importantes car ces domaines sont trés conservés
dans I’évolution. Les travaux de clonage des
ADNCc puis des génes de mucines n’ont pu voir le
jour que trés récemment. Ils confortent les
observations biochimiques antérieures et vont
permettre d’aborder la régulation de 1’expression
des genes afin de comprendre les dysrégulations
observées dans les nombreuses pathologies qui
touchent les muqueuses. Nul doute qu’aux éres
successives de la biochimie et de la génétique
moléculaire des mucines vont succéder les études
de biologie cellulaire et les études in vivo grace au
développement des souris transgéniques et knock-
out. Ces technologies permettront d’appréhender le
role physiologique de chacune de ces mucines et
de chacun de leurs domaines.
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