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Introduction 

 

 
L’épithélium gastrointestinal est revêtu d’une couche de mucus, cette barrière 

protectrice lui permettant de faire face à des conditions agressives de nature chimique, 

mécanique ou bactérienne. Les molécules structurales majeures de ce gel de mucus sont les 

mucines, molécules produites et secrétées par les cellules caliciformes. Dans l’intestin, 

l’érosion de la couche de mucus est due notamment à l’action d’enzymes et au frottement des 

matières en cours de digestion. Cette érosion doit être compensée par la synthèse et la 

sécrétion de mucines afin de garantir l’intégrité de la barrière et tout changement quantitatif 

ou qualitatif dans l’expression ou la libération de ces molécules peut avoir d’importantes 

implications physiologiques et/ou pathologiques et affecter notamment la capacité de 

l’intestin à se défendre. De fait, il a été montré récemment que l’invalidation du gène codant 

pour Muc2 chez la souris se traduit par l’apparition de tumeurs intestinales mais également de 

colites. Des modifications de l’expression des mucines sont également observées lors de 

tumeurs coliques ou de maladies inflammatoires intestinales [1,2]. 

 

Du fait de leur localisation au sein de la muqueuse intestinale, les cellules à mucus 

sont régulées au niveau de leur pôle apical par des facteurs luminaux (en particulier le chyme 

intestinal) et au niveau de leur pôle basolatéral par des facteurs nerveux, endocrines ou issus 

du système immunitaire [3,4].  

La leptine, produit du gène Ob, est majoritairement synthétisée par le tissu adipeux 

mais également par l’estomac, où elle est produite par les cellules principales. Outre sa 

libération dans la circulation générale, elle est également sécrétée dans la lumière digestive. 

La leptine gastrique est résistante à l’action des enzymes protéolytiques digestives et peut 

atteindre l’intestin puis le côlon où elle joue un rôle physiologique dans le contrôle des 

fonctions gastro-intestinales. De fait, il a été montré la présence de récepteurs de la leptine le 

long du tractus digestif et notamment dans le côlon, ce dernier pouvant également produire et 

sécréter de la leptine lors d’inflammation [5]. 
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Mon projet de thèse a eu pour but de déterminer le rôle de la leptine sur la sécrétion et 

sur l’expression des mucines dans le côlon et a été établi en trois parties : 

 

1.  La première partie de mon travail consistait à déterminer l’effet de la leptine, administrée 

par voie luminale ou artérielle, sur la sécrétion des mucines dans le côlon de rat. Cette 

étude a été réalisée in vivo. 

 

 

2.  Je me suis ensuite intéressé à l’effet de la leptine sur l’expression des mucines 

gastrointestinales. Cette étude a été abordée in vitro à l’aide de la lignée cellulaire 

mucosécrétante DHE qui est issue d’un adénocarcinome colique de rat, et la lignée 

mucosécrétante humaine HT29-MTX.  

 

 

3. Finalement, la troisième partie de mon travail de thèse a eu pour but d’aborder les 

mécanismes d’action impliqués dans l’effet de la leptine sur la sécrétion et sur 

l’expression des mucines gastrointestinales. Ce travail a été réalisé à l’aide de la lignée 

HT29-MTX. 
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I - L’intestin 
 

 
L'intestin (Figure 1) est la partie du système digestif qui s'étend de la sortie de 

l'estomac à l'anus. Chez l’homme et les mammifères, il est divisé en deux parties appelées 

l'intestin grêle et le gros intestin. C'est la partie du corps qui assure la digestion puis 

l’absorption dans le sang des nutriments provenant des aliments. Ces nutriments sont 

principalement de petits peptides, des acides aminés, des sucres, des acides gras, des 

vitamines et sels minéraux qui sont transportés par le sang et la lymphe, notamment au foie, 

où ils sont utilisés comme éléments de la synthèse des protéines essentielles, des glucides et 

des lipides, en réponse aux besoins énergétiques, mais également à la régulation des processus 

biologiques (vitamines). 

 

 

 

1. Anatomie 

1.1. L’intestin grêle 

 

L’intestin grêle débute au pylore, limite distale de l’estomac, et se termine à la valvule 

iléo-caecale, limite proximale du gros intestin. Il se divise en trois parties qui sont : Le 

duodénum, le jéjunum et l’iléon. 

En tant que principal organe de l’absorption, l’intestin grêle présente des modifications 

architecturales de sa muqueuse et de sa sous-muqueuse destinées à en accroître la surface. 

Muqueuse et sous-muqueuse forment un nombre considérable de replis. Ceux-ci sont plus 

marqués dans le jéjunum et disparaissent à la partie distale du grêle. La présence de villosités 

augmente également la surface de contact du tissu intestinal. Enfin, des glandes tubulaires ou 

cryptes s’étendent de la base de la villosité jusqu’à la musculaire muqueuse (Figure 2). 
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Figure 2: Structure de l’intestin grêle 
(d’après www.uclan.ac.uk ) 

Replis de 
l’intestin grêle 

Crypte 

Villosités 
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1.2. Le gros intestin 

 

 Le gros intestin comprend : le caecum, le côlon et le rectum. La structure du gros 

intestin est assez uniforme, malgré certaines variations régionales, particulièrement entre le 

caecum et le rectum.  
 La fonction principale du gros intestin est de transformer les résidus liquides de 

l’intestin grêle en un matériau solide, non digestible, les fèces. Ceci se fait par une importante 

réabsorption hydroélectrolytique, jusqu’à ce que le contenu intestinal devienne semi-solide. 

Avec l’accroissement de la solidité, du mucus est nécessaire pour lubrifier le passage. 

 

 

2.  Structure générale de l’intestin : 
 

La paroi du tube digestif varie avec chaque segment, suivant les besoins 

physiologiques des régions, mais présente des caractéristiques communes. Ainsi, elle peut 

toujours être décrite en 4 tuniques qui sont de la superficie (face à la "lumière") à la 

profondeur : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse [6-9] (Figure 3).  

o La muqueuse est la couche la plus superficielle du tube digestif. Constituée de 

l’épithélium de revêtement, du chorion ou lamina propria et de la musculaire 

muqueuse, elle est la structure la plus variable du tractus gastro-intestinal. 

 L’épithélium de revêtement est constitué d’une monocouche cellulaire 

reposant sur la lamina propria et comporte généralement un mélange de 

différentes cellules épithéliales, tant absorbantes que sécrétrices comme 

les cellules entéro-endocrines ou les cellules caliciformes qui 

produisent le mucus pour lubrifier et protéger la surface. 

 La lamina propria, ou chorion, est un tissu de soutien renfermant les 

infiltrats lymphoïdes disséminés, mais également un riche réseau 

vasculaire et nerveux. 

 La musculaire muqueuse est une fine couche de muscles lisses 

longitudinaux générant les mouvements locaux et le repli de la 

muqueuse. 
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o La sous-muqueuse contient des fibres nerveuses et des vaisseaux pour le 

transport des nutriments. De nature conjonctivo-vasculaire, cette couche 

interne de fibres conjonctives très lâches joue le rôle de tissu de soutien de la 

muqueuse. Elle est traversée par de gros vaisseaux sanguins et lymphatiques.  

En outre, un dense réseau nerveux y est implanté : le plexus sous-muqueux.  

Celui-ci fonctionne de façon coordonnée avec le plexus myentérique. 

o La tunique musculaire ou musculeuse est formée de 2 couches (circulaire 

interne et longitudinale externe) constituées de fibres musculaires lisses. Elles 

sont douées de propriété de contraction autonome, assurant le péristaltisme 

intestinal pour le mélange et la progression des aliments. Ce phénomène 

nécessite un contrôle et une coordination importante rendus possibles grâce au 

réseau nerveux inséré entre ces deux couches musculaires : le plexus 

myentérique. 

o La séreuse est une fine membrane, feuillet viscéral du péritoine, il s’agit d’une 

couche externe du tissu conjonctif dont le rôle est de soutenir les gros 

vaisseaux sanguins ainsi que les nerfs. 

 

3. L’épithélium intestinal 
  

 L’épithélium intestinal possède une capacité de prolifération et de différenciation 

cellulaire importante. Son renouvellement s’effectue en 2-3 jours chez le rat et 4-5 jours chez 

l’homme, à partir de cellules souches, qui se trouvent au fond des cryptes [10]. Comme cité 

précédemment, cet épithélium peut être subdivisé en deux compartiments morphologiquement 

distincts, constituant l’unité fonctionnelle de base de l’intestin : les cryptes et les villosités. La 

prolifération cellulaire cryptique est suivie d’une migration et d’une différenciation des 

cellules le long de l’axe crypto-villositaire, pour se terminer par une desquamation à l’apex 

des villosités. 

 Les cryptes, invaginations de l’épithélium, contiennent les cellules souches, les 

cellules en prolifération et les cellules de Paneth. Les villosités, évaginations de l’épithélium, 

sont constituées de cellules différenciées. Cette organisation cellulaire reste similaire tout au 

long de l’intestin bien que l’épithélium colique présente des cryptes plus profondes et que les 

villosités de l’intestin grêle soient remplacées par des coiffes épithéliales [6, 7, 9].  
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 L’épithélium intestinal est constitué par un ensemble de cellules hautement 

différenciées, en renouvellement constant, spécialisées et polarisées: 
 

3.1. Les cellules souches 

 

 Ces cellules souches pluripotentes sont à l’origine des différents types cellulaires 

présents dans l’épithélium digestif. Leur activité intense permet un remplacement continuel 

des cellules de l’épithélium. 

 Dans l’intestin grêle, il existe quatre ou six cellules souches intestinales par crypte, 

localisées en cercle, à 4 cellules de hauteur par rapport au fond de la crypte. Les cellules filles, 

issues de ces cellules souches activées, migrent vers le haut, le long des cryptes (sauf les 

cellules de Paneth). Au fur et à mesure de leur migration, les cellules deviennent matures et 

acquièrent leur fonctionnalité. A la limite supérieure des cryptes, ces cellules arrêtent de 

proliférer et se différencient (Figure 4). 

 La prolifération et régulation des cellules souches sont contrôlées par plusieurs 

systèmes, dont la voie WNT et Hedgehog ou certains facteurs de transcription comme CDX1, 

CDX2 et HNF1 [11, 12]. La voie WNT par exemple déclenche les programmes de gènes 

spécifiques à certains types de cellules par la stabilisation et la localisation nucléaire de la β-

caténine [13, 14]. Il a également été montré que la voie Notch avait un rôle critique dans la 

spécification des cellules intestinales puisque les cellules en gobelet étaient pratiquement 

inexistantes chez des souris transgéniques dont la voie Notch avait été activée [15]. 

 
 

 3.2. Les entérocytes 

Ce contingent cellulaire représente la plus importante population cellulaire de 

l’épithélium intestinal et a pour fonction première l’absorption. Ce sont de grandes cellules 

cylindriques à noyau rond ou ovale situé dans le tiers inférieur de la cellule. Les entérocytes 

sont caractérisés par la présence à leur pôle apical de microvillosités constituant la bordure en 

brosse. Ces microvillosités sont recouvertes du glycocalyx (des glycoprotéines 

membranaires). De très nombreuses enzymes hydrolytiques (peptidases, aminopeptidases, 

disaccharidases, phosphatases alcalines, etc.) sont présentes au niveau du plateau strié des 

entérocytes, soit dans la membrane plasmique même des microvillosités (et il s'agit alors
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d'enzymes synthétisées par la cellule), soit dans les mailles du glycocalyx qui les revêt (c'est 

le cas des enzymes provenant du chyme et surtout du suc pancréatique, qui sont donc 

adsorbées à la surface de l'entérocyte).  

Ces diverses enzymes assurent les dernières étapes de l'hydrolyse des peptides et des 

glucides alimentaires et livrent ainsi aux « transporteurs » de la membrane plasmique les 

acides aminés et le glucose qu'ils ont pour rôle de faire pénétrer à l'intérieur des entérocytes 

qui les déverseront dans les capillaires sanguins.  

 La surface d’échange de l’entérocyte est augmentée de 14 à 40 fois par les 

microvillosités, et son pouvoir absorbant est facilité par la contractilité de ces dernières. 

 

 

3.3. Les cellules de Paneth 

 

 Les cellules de Paneth sont localisées à la base des cryptes de l’intestin grêle et plus 

rarement du côlon proximal où elles sont toutefois différenciées. Ce sont des cellules 

pyramidales avec un apex étroit et une large base où se situe le noyau. Les microvillosités 

apicales sont rudimentaires. Ayant un renouvellement cellulaire lent, elles possèdent une 

activité sécrétoire intense se traduisant par la présence de grains de sécrétion apicaux à forte 

activité lysozymale, le lysozyme étant une enzyme bactériolytique.   

Ces sécrétions (défensines, lysozyme, phospholipase A2), associées au pouvoir 

phagocytaire de ces cellules, leur confèrent une fonction dans la défense innée et de contrôle 

de la flore bactérienne. Leur nombre augmente du duodénum vers l’iléon. Elles sont en 

revanche absentes dans le côlon.  

 

 

3.4. Les cellules M (Microfold cells) 

 

 Ces cellules épithéliales spécialisées recouvrent les îlots lymphoïdes et les plaques de 

Peyer. Leur rôle est immunitaire puisqu’elles ont la capacité de les transporter par endocytose 

les antigènes endoluminaux puis les transfèrent aux cellules dendritiques qui les présentent 

aux lymphocytes B. 
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3.5. Les cellules endocrines 

 

 Disséminées le long de l’épithélium intestinal, elles représentent seulement 1% des 

cellules épithéliales. Ce sont des cellules polarisées piriformes. La plupart atteignent la 

lumière intestinale par un apex étroit présentant des microvillosités. Les cellules endocrines 

sont sensibles à la composition du contenu luminal, ce qui suggère que leurs microvillosités 

contiennent des récepteurs membranaires. Elles sont spécialisées dans la synthèse et la 

sécrétion d’amines (sérotonine) et de polypeptides biologiquement actifs (par exemple la 

somatostatine). Les produits de sécrétion sont stockés dans des granules généralement 

concentrés dans le cytoplasme de la région basale, et sont libérés par exocytose. 

 

Plusieurs types de cellules endocrines sont répartis tout au long du tube digestif. 

Chaque type sécrète une hormone spécifique et possède une localisation préférentielle 

(Tableau 1). Par exemple, les cellules D qui sécrètent la somatostatine sont retrouvées tout au 

long du tractus digestif, de l’estomac au côlon ainsi qu’au niveau du pancréas. En revanche 

les cellules G qui contiennent la gastrine ne sont localisées que dans l’antre et le duodénum 

proximal.   

 

Ce système de régulation endocrinien contrôle l’ensemble des fonctions digestives: 

motricité, sécrétions exocrines (enzymatique et hydroélectrique), sécrétions endocrines, 

croissance voire différenciation des cellules. 
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Estomac Intestin grêle Gros intestin 
Cellule Produit de sécrétion Pancréas 

Fundus Antre D J I C R 

A Glucagon + a       

B Insuline +        

D Somatostatine + + + + f f f  

EC 5HT f + + + + + + + 

ECL Histamine  +       

G Gastrine   + +     

I CCK    + +    

K GIP    + +    

L 

PYY et peptides 

dérivés du 

proglucagon 

   f + + + + 

Mo Motiline    + +    

N Neurotensine    f +    

P Inconnu f + + + f f f f 

PP 
Polypeptide 

pancréatique 
+   a     

S Sécrétine    + +    

X Inconnu  +       

 

 

Tableau 1 : Classification et distribution des cellules endocrines chez l’homme 

[21]. 

D = Duodénum,  

J = Jéjunum,  

I = Iléon,  

C = côlon,  

R = rectum,  

5HT = 5-hydroxytryptamine,  

 

CCK = cholécystokinine,  

GIP = gastric inhibitory peptide,  

PYY = peptide YY,  

a = fœtus ou nouveau-né, 

f = peu de cellules,  

+ = présence de cellules.  
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3.6. Les cellules caliciformes 

 

 Egalement appelées cellules à mucus, cellules en gobelet ou cellules caliciformes en 

raison de leur forme en calice. Fortement polarisées et disséminées entre les entérocytes dans 

l’ensemble de l’épithélium intestinal, elles se retrouvent surtout dans les deux tiers supérieurs 

des cryptes mais quelques-unes sont éparses parmi les entérocytes des villosités [7, 9].  

Atteignant 10 à 15% de la population totale de l’épithélium duodénal [16], la proportion de 

cellules caliciformes augmente progressivement pour s’élever à 24% dans le côlon distal [16, 

17].   

Les mucines sécrétées à la base des cryptes sont plutôt neutres, contenant peu d’acide 

sialique, pour devenir de plus en plus sialylées avec la migration des cellules en gobelet le 

long des cryptes et villosités. 

 Le noyau de ces cellules se retrouve au pôle basal, surmonté de l’appareil de Golgi et 

du réticulum endoplasmique rugueux et volumineux, ainsi que de nombreuses mitochondries 

[9]. Cette région supranucléaire est le site privilégié où s’effectue la biosynthèse des mucines. 

La zone apicale révèle quant à elle une quantité importante de granules de sécrétion 

recouverts d’une fine membrane cytoplasmique. Ces granules renferment les grains de 

mucines [18]. 

 Les cellules caliciformes se caractérisent également par la présence d’une thèque dont 

le rôle est primordial pour la sécrétion des grains de mucus par exocytose. La thèque est une 

structure de soutien qui permet d’isoler les granules de la membrane plasmique et de la région 

golgienne [19]. 

 Cette thèque est composée de trois couches (Figure 5) : 

- Une couche interne adjacente à la masse granulaire, et constituée de microtubules 

orientés dans l’axe longitudinal de la cellule. 

- Une couche médiane, composée de filaments intermédiaires disposés en spirale de la 

base de la thèque vers l’apex de la cellule. 

- Une couche externe de filaments intermédiaires disposés circonférentiellement. 

Outre ces sécrétions de mucines, les cellules en gobelet libèrent également des Trefoil Factor 

ou TFF, à fonction de protection et réparation de la muqueuse [20].  
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II  - Mucus et mucines gastro-intestinales 
 
 
 
 

Le tractus gastro-intestinal subit les agressions journalières d'éléments extérieurs 

présents dans l'alimentation. Sa surface épithéliale est revêtue d’une barrière protectrice 

lubrifiante, le gel de mucus.  

 

 

1. Caractéristiques générales du mucus intestinal 
 

Le mucus, produit par des cellules épithéliales spécialisées, est continu. Il constitue 

une barrière physique entre le tissu sous-jacent et les micro-organismes, les toxines qu'ils 

produisent et les autres substances potentiellement nocives présentes dans la lumière 

intestinale. Dans l'intestin normal, l'érosion mécanique ou protéolytique de la couche de 

mucus du côté de la lumière est due au frottement des matières en cours de digestion et à 

l'action d'enzymes; cette érosion doit être compensée par des sécrétions en provenance de la 

muqueuse pour garantir l'intégrité de la barrière, première ligne de défense contre les 

agressions extérieures [22].  

 

 Le mucus est un gel viscoélastique tapissant la face luminale de l’épithélium intestinal. 

Il est constitué de deux couches [23]: 

 - Un mucus insoluble adhérant aux cellules épithéliales, situé au-dessus du glycocalyx, 

d’épaisseur comprise entre 50 et 60 μm, et dont le rôle est d’assurer la protection de 

l’épithélium. 

 - Un mucus hydrosoluble dit « flottant », d’épaisseur beaucoup plus importante (200 à 

400 μm chez le rat) et constamment renouvelé. Il a une fonction lubrificatrice et protectrice. 
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Le mucus est composé à 95% d’eau, environ 5% de mucines et moins de 1% 

molécules diverses (IgA, TFF, protéines cellulaires, cellules épithéliales exfoliées, etc.) 

 

 

2. Caractéristiques générales des mucines 
 

 Le principal composant structural du mucus, responsable de ses propriétés visco-

élastiques et gélifiantes, sont les mucines. Les différentes mucines rencontrées chez les 

mammifères ont des caractéristiques communes: Ce sont des glycoprotéines de haut poids 

moléculaire (entre 250 et 30 000 kDa) formées d’un squelette peptidique (l’apomucine) et de 

chaînes glucidiques (environs 60 à 80% du poids de la mucine) rattachées au squelette par des 

liaisons O-Glycosidiques (liaisons majoritaires) ou N-Glycosidiques [24]. Ces chaînes 

hérissées de part et d’autre de l’apoprotéine donnent aux mucines une forme d’écouvillon, 

présentant des régions fortement glycosylées résistantes aux protéases. Cette glycosylation 

confère également aux mucines une forte densité et une grande viscosité. 

 

2.1.  Les chaînes glycosidiques (Figure 6): 

2.1.1. Les chaînes O-glycosidiques 

Les chaînes sucrées sont fixées à l’apomucine à 80% par une liaison O-glycosidique 

via une N-acetylgalactosamine (GalNAc). Elles sont composées de monosaccharides dont le 

L-fucose, D-galactose, N-acetyl-D-galactosamine, N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) et 

l’acide N-acetylneuraminique ou acide sialique [25]. La longueur de ces chaînes varie de 1 à 

20 oses, sauf pour les mucines coliques, dont les chaînes vont de 2 à 12 sucres.  

Les chaînes oligosaccharidiques sont construites par addition, étape par étape, de 

sucres. Les enzymes qui catalysent ces réactions sont les glycosyltransférases. L’étape 

d’initiation correspond à la fixation d’un GalNAc sur un résidu sérine ou thréonine de l’axe 

peptidique. 
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 Ces chaînes peuvent être découpées en trois parties : 

- Le Core, qui est la région la plus proche du corps peptidique. Elle contient le GalNAc 

d’initiation et les deux ou trois sucres qui lui sont attachés. La séquence protéique à 

laquelle est fixée la chaîne glycosidique, ainsi que la concentration en 

glycosyltransférases influencent fortement la composition de chaque core, et ce, de 

manière tissus spécifique. 

- Un domaine intermédiaire : Le Backbone. C’est le squelette structural de la chaîne 

oligosaccharidique. Il est soit linéaire, soit ramifié. Ces articulations osidiques 

confèrent une grande diversité aux chaînes et donc aux mucines. 

- Le domaine périphérique est la région distale, composée de sucres périphériques 

reliés au backbone. Ce domaine est le siège de nombreuses substitutions : sulfatations, 

fucosylations et sialylations. En effet, au cours de la migration des cellules 

caliciformes, les mucines sont ainsi progressivement sialylées, et donc acidifiées, la 

charge des mucines contribuant à leur rôle de protection de la muqueuse intestinale. 

La sialylation serait également requise pour la sécrétion de mucine ainsi que 

l’adressage correct des glycoprotéines membranaires et notamment de MUC1 [26, 27]. 

Robbe et al. on mis en évidence en 2003 l’existence d’un gradient de 

glycosylation avec une augmentation du gradient d’acide sialique allant de l’iléum 

vers le côlon et un gradient inverse de fucose [28]. 

 

2.1.2. Les chaînes N-glycosidiques 

Beaucoup moins abondantes et plus linéaires que les chaînes de nature O-

glycosidique, les chaînes N-glycosidiques sont réparties au niveau des extrémités N et C 

terminales de l’axe peptidique [29]. 

Ces chaînes sont composées de trois sucres : N-acétylglucosamine (GlcNAc), 

galactose (Gal) et mannose (M) (qu’on ne retrouve pas dans les chaînes O-glycosylées) [30]. 

L’initiation du squelette osidique s’effectue grâce à une liaison entre un GlcNAc et un résidu 

asparagine du corps protéique. La suite de la chaîne est essentiellement composée de 

mannose. Quelques GlcNAc et Gal sont également présents.  

 31



   

Belle et al se sont penchés sur les fonctions possibles des chaînes N-glycosylées et ont 

mis en évidence leur importance dans la dimérisation des mucines, notamment de la mucine 

MUC2 [29, 31]. Parry et al parlent également de rôle dans la sécrétion, la stabilité, la fonction 

et le transport des glycoprotéines [32]. 
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Figure 6 : Structure des chaînes glycosidiques des mucines 
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2.2. L’apomucine 

Les mucines sont constituées d’un axe peptidique, appelé « apomucine ». 

L’apomucine (400 à 7000 acides aminés) contient dans une région centrale, qui représente à 

elle seule 50% du corps protéique, des séquences peptidiques répétées en tandem (appelées 

TR pour Tandem Repeat), riches en sérine, thréonine et proline, dont la séquence initiale est, 

chez l’homme, composée de 8 à 169 acides aminés selon les mucines. Ces domaines, 

variables en longueur et en séquences, sont propres à chaque mucine (8 acides aminés pour la 

mucine MUC5AC et 20 pour MUC1) et à chaque espèce. La région centrale est appelée 

Variable Number Tandem Repeat (VNTR) du fait du nombre variable de répétitions en 

tandem selon les individus. Elle est également appelée région PTS à cause de sa richesse en 

Proline, Thréonine et Sérine. Ces unités répétitives sont donc potentiellement O-glycosilables. 

Aux extrémités N- et C-terminales de l’apomucine se situent des séquences uniques, 

riches en cystéines dans le cas des mucines sécrétées. A ce niveau, les chaînes 

oligosaccharidiques sont rares et sont fixées à l’axe peptidique par des liaisons N-

glycosidiques (Figure 6). La rareté des chaînes glucidiques dans ces régions (par contraste 

avec les régions hautement glycosylées) les rend sensibles aux protéases bactériennes et 

endogènes.   

Ces extrémités contiennent les caractéristiques permettant de distinguer deux classes 

de mucines : 

- Les mucines sécrétées qui possèdent des domaines semblables à ceux du facteur de 

coagulation Von Willebrand (VWF) et appelés domaines D. Ces domaines, riches en 

cystéines, jouent un rôle dans l’oligomérisation des monomères de mucines et dans 

l’empaquetage dans des vésicules de sécrétion [33]. 

- Les mucines membranaires qui possèdent au niveau C-terminal une zone 

transmembranaire, hydrophobe, et responsable de leur ancrage dans la double couche 

lipidique de la membrane plasmique. 

 

 Chez l’homme, une vingtaine de mucines ont été identifiées à ce jour, réparties selon 

les différents organes comme le montre la Figure 7, allant de MUC1 à MUC20, certaines sont 

sécrétées et d’autres membranaires. Chez le rat, des homologues de ces mucines ont été mis 
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en évidence. Ce sont rMuc1 (pour rat Muc1), rMuc2, rMuc3, rMuc4, rMuc5AC et rMuc6. Au 

niveau gastro-intestinal, les mucines majoritaires sont MUC1, MUC2, MUC3, MUC4 et 

MUC5AC, MUC2 étant la mucine principale du gel de mucus intestinal. 

 

 

 

3. Les mucines sécrétées : 
 

 

 Selon le Human Genome Organization Gene Nomenclature Committe 

(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature), il existe cinq mucines sécrétées : 

 

MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC6, dont les gènes sont localisés sur le 

chromosome 11 au niveau p15 dans une zone longue de 400 kb [34]. Le gène de MUC6 se 

situe du coté le plus télomérique, alors que MUC5B se rapproche du centromère (Figure 8).   

Elles présentent de très grandes homologies et dérivent probablement d’un gène 

ancestral commun. Leurs séquences peptidiques sont organisées selon un même schéma 

structural, avec un domaine TGFβ-like en position C-terminale [35]. Elles comportent toutes 

des domaines majeurs riches en cystéine (les domaines D1, D2, D3, D’, D4 et C) semblables 

au facteur de von WillebrandAll (vWF) et un domaine cystine-knot (CK), qui les différencient 

des mucines membranaires. Les domaines CK sont impliqués dans les phénomènes de 

dimérisation [36]. 

 La région 11p15 est riche en îlots CpG, en gènes suppresseurs de tumeurs (WTI), 

facteurs de croissances (IGF-II) et oncogènes (HRAS) [37, 38]. La plupart des gènes de cette 

région sont régulés par méthylation lors des cancers [39, 40].  

En 2004, Chen et al [36] ont cloné une autre mucine, baptisée MUC19, localisée sur le 

chromosome 12 au niveau q12. Cette mucine sécrétée présente également des domaines vWF 

et CK. 
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Figure 8 : les mucines de la région chromosomique 11p 15 

(d’après Van Seuningenet al., 2001)
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 Nos études ayant porté sur MUC2 et MUC5AC, la description qui suit sera axée sur 

ces mucines et leurs homologues chez le rat. 

 

3.1. MUC2 

 MUC2 est la principale mucine sécrétée de l’intestin grêle et du côlon. Isolée par Gum 

et al en 1989 [41] à partir d’une banque d’ADNc, c’est le premier gène codant pour une 

mucine humaine à avoir été entièrement séquencé [42, 43]. 

 

3.1.1. Le promoteur de MUC2 

 

 Le promoteur de MUC2 est caractérisé par la présence d’une boite TATA localisée à 

25 nucléotides en amont du site d’initiation de la transcription, ainsi que d’un motif CACCC 

au niveau -88/-80 sur lequel se fixeraient des facteurs de transcription comme les Sp1 [44]. Le 

promoteur est séparé en deux régions : l’une riche en AT (-8000/-4000) et l’autre riche en GC 

(en aval de -4000) [45]. Enfin, différentes régions en amont de la boite TATA sont des sites 

de liaisons des protéines AP-1 et 2, CREB (cAMP-responsive element binding protein), TR 

(thyroid hormone) etc [46] (Figure 9).  

 

3.1.2. L’apomucine de MUC2 (Figure 10) 
 

 Le gène MUC2 code pour une protéine de plus de 5100 acides aminés dans sa forme 

allélique la plus courante [42], considérée comme l’archétype structural des mucines 

sécrétées.  
 

 La région centrale est composée de deux séquences de répétitions d’acides aminés 

(VNTR). La première, en position centrale, est caractérisée par la répétition parfaite d’un 

motif de 23 acides aminés. Ce domaine possède entre 51 et 115 répétitions selon l’allèle [47]. 

La deuxième séquence de VNTR, située plus vers le côté N-terminal, est composée de 347 

acides aminés et contient des séquences répétées de façon imparfaite [24]. Les deux régions 

VNTR sont riches en sérine, proline et thréonine sont séparées par un segment de 148 acides 

aminées [42]. Ce segment, riche en résidus cystéine, permettrait à la mucine de former, en 

plus de la forme linéaire habituelle, des polymères réticulés nécessaires à la constitution du  

 37



   

 38

Figure 9: Le promoteur de MUC2
(d’après Van Seuningen et al., 2001)(d’après Van Seuningen et al., 2001)
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gel de mucus [16]. MUC2 possèderait plus de 1000 chaînes oligosaccharidiques au niveau de 

ces VNTRs [48]. 

 

 MUC2 possède cinq domaines D, appelés ainsi à cause de leur homologie avec le 

domaine D du facteur Von Willebrand. D1, D2, D’ et D3 sont localisés au niveau N-terminal 

alors que le D4 est en position C-terminale [42]. Ces domaines ont un rôle primordial pour 

l’aspect fonctionnel de MUC2, à savoir la formation, via des ponts disulfures 

intermoléculaires, de vastes polymères qui, une fois sécrétés, élaborent un véritable gel de 

mucus. 

 En aval du D4, trois autres séquences à forte teneur en cystéine ont également une 

similarité avec les domaines du factor de Von Willebrand : un domaine C, un domaine B et un 

domaine CK (Cystin Knot). Ce dernier est formé de 85 acides aminés, dont 11 sont des 

cystéines et possède une structure tridimensionnelle proche de celle des TGF-β [49].   

 Enfin, 31 sites potentiels de N-glycosylation sont également disséminés le long de 

l’apomucine [42], la plupart aux niveaux N- et C-terminal. 

  

 

3.1.3. rMuc2 

 

Comme son homologue humain MUC2, Rat Muc2 (rMuc2) s’affiche comme le 

constituant principal du gel de mucus intestinal chez le rat. Mais sa structure reste peu connue. 

Anciennement appelée MLP, pour Mucin Like Protein [50], rMuc2 est localisée sur le 

chromosome 1 du rat [51]. 

Son expression tissulaire se limite surtout à l’intestin grêle et au côlon, mais également 

à l’oreille et à la trachée. Des expériences d’hybridation in situ réalisées par Xu et al. ont 

permis de montrer que rMuc2 est bien exprimée par les cellules caliciformes intestinales et 

colique du rat [50]. 

 

La région C-terminale de la protéine rMuc2 est formée de domaines riches en cystéine, 

structurellement homologues aux domaines D4, B, C et CK du facteur de Von Willebrand 

[52, 53]. Elle est subdivisée en 4 régions :  

⇒ Une partie de 54 acides aminés renfermant 4,5 séquences de 11 à 12 acides 

aminés répétés en tandem,  
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⇒ Une région PTS, riche en proline, thréonine et sérine, de 258 acides aminés. 

⇒ Entre ces deux régions, on trouve une séquence de 42 acides aminés, 

renfermant de nombreux résidus cystéine. 

⇒ Enfin, on note l’existence d’un second domaine riche en cystéine, composé de 

767 acides aminés. 

Le domaine C-terminale renferme également 13 sites potentiels pour la fixation des chaînes 

N-glycosidiques. 

 

 Le clonage de la partie N-terminale de rMuc2 a été réalisé par Ohmori et al. en 1994 

[54] : Cette séquence contient une partie non-VNTR de 1391 acides aminés suivie d’une 

séquence de 122 acides riches en résidus sérine, thréonine et proline. Elles ont respectivement 

80 et 38% d’homologie avec MUC2. 

 Dans la continuité de ces deux séquences se trouve le clone VR-1A isolé par Hansson 

et al. [51]. Il se compose de deux régions: Un domaine non-VNTR de 182 acides aminés, 

dépourvu de cystéine et contenant 64% de résidus sérine et thréonine et 14% de proline. Une 

séquence finale de 53 acides aminés avec 7 résidus cystéine et une sérine. 

 

3.2. MUC5AC 

 

 MUC5AC est la mucine majoritaire du tractus trachéo-bronchique et de l’estomac. 

Elle est exprimée également dans les épithélia de l’œil, de la vésicule biliaire et de 

l’endomètre [55]. 

 Synthétisée par les cellules à mucus des glandes gastriques, elle forme un gel de 

mucus recouvrant la muqueuse gastrique. 

 Au début des années 90, l’équipe de Guyonnet Duperat et al. pensa cloner l’ADNc de 

MUC5A, MUC5B et MUC5C. Cette même équipe démontra en 1995 que MUC5A et 

MUC5C étaient issus du même gène, d’où le nom de MUC5AC [56].   

 

3.2.1. Le promoteur de MUC5AC 

 

 La séquence en amont du site d’initiation de la transcription contient une boite TATA 

au niveau -29/-23, ainsi que des sites de liaisons à NFκB, SP1, GRE, AP-2 et un motif 
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CACCC [57]. Il a été montré que MUC5AC serait régulé par Pseudomonas aeruginosa, avec 

une augmentation de la transcription pouvant aller jusqu’à 20 fois. D’ailleurs plusieurs sites 

de réponse à P. aeruginosa ont été identifiés sur fragment d’ADN de 4 kb en amont du site de 

transcription de MUC5AC [24]. 

 

 

3.2.2. L’apomucine de MUC5AC (Figure 10) 

 

 Le gène MUC5AC code pour une grosse mucine, caractéristique des mucines 

sécrétées. Le squelette protéique peut se résumer à trois ensembles majeurs [58-60] : 

 

 La région centrale se compose de 3500 acides aminés, agencés en 17 éléments 

majeurs : 

- Neuf domaines-Cys de 110 acides aminés, riches en cystéines (10 résidus) et 

similaires à ceux observés chez MUC2 [47].   

- Entre les domaines Cys 1 à 5 s’intercalent des régions PTS ne présentant aucune 

séquence répétée, ni résidu cystéine. Les domaines Cys 5 à 9 sont quant à eux 

entrecoupés par 4 domaines PTS renfermant des séquences répétées en tandem de 8 

acides aminés chacune : il s’agit des TRs (tandem repeat) 1 à 4 [59]. Ces TRs 

montrent un polymorphisme important de taille et de séquence : ils forment donc un 

véritable VNTR. 

- Comme tout VNTR, ce domaine est fortement glycosylé. Il contient ainsi pas moins de 

95 séquences TXXP, site prédominant pour l’addition des GalNAc, et, au minimum, 

un site potentiel de N-glycosylation [59]. 

 

La région N-terminale : 

Composée de 1370 acides aminés, elle présente une grande homologie (43% environ) 

avec la région N-terminale de MUC2 [59, 60]. Riche en cystéine (environ 9%) et en sites de 

N-glycosylations (7 sites potentiels), elle renferme les 4 domaines D : D1, D2, D’ et D3 

décrits chez MUC2, ainsi qu’une séquence signal putative de 19 acides aminés. 

En outre, il existe un motif « leucine zipper » entre les acides aminés 273 et 300, dont le 

rôle serait de faciliter la dimérisation de MUC5AC [60]. 
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La région C terminale [58] : 

Elle est constituée de 1227 acides aminés, répartis en trois grandes régions : 

- Le « Cys-Domain » 9 

- Une région PTS de 50 acides aminés 

- Un domaine de 874 acides aminés, riche en résidus cystéine (10%). Ce dernier 

renferme les domaines D4, B, C et CK présents chez MUC2. 

Cette région C-terminale possède également 12 sites potentiels de N-glycosylation. 

 

 

3.2.3. rMUC5AC 

 

 Cette mucine est sécrétée par les cellules à mucus de l’épithélium gastrique et 

conjonctival [55]. 

 Clonée partiellement en 1996 par Guzman et al [61], Inatomi et al rapportent l’année 

suivante la séquence complète de la région C-terminale de rMuc5ac, ainsi que le début de la 

région centrale située du côté C-terminal [55]. 

 

 La région centrale du côté C-terminal est constituée de séquences répétées en tandem 

de 16 acides aminés dont 7 seulement sont conservés, révélant un polymorphisme de 

séquence. 

 La région C-terminale est composée de 1140 acides aminés, elle se compose de quatre 

domaines majeurs similaires aux domaines D du facteur Von Willebrand. Ces domaines 

présentent 64% d’homologie de séquence avec ceux présents chez MUC5AC. 

 

 

4. Les mucines membranaires : 
 

 Les mucines membranaires sont MUC1, MUC3A et B, MUC4, MUC11, MUC12, 

MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 et MUC20. MUC1 est localisée sur le chromosome 

1q22, MUC3A et B, MUC11, MUC12 et MUC17 au niveau 7q22, MUC4 et MUC20 en 3q29, 

MUC13 en 3q13, MUC15 en 11p14 et MUC16 en 19q13 

(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature). 
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Ces mucines partagent la caractéristique de pouvoir être exprimés sous la forme de 

volumineuses glycoprotéines membranaires. Elles ne forment pas de polymères comme les 

mucines sécrétées. Elles sont fixées au niveau apical des cellules de manière 

transmembranaire, avec le côté N-terminal extracellulaire, suivi d’un domaine de répétition en 

tandem, d’une séquence hydrophobe transmembranaire leur permettant de s’insérer dans la 

membrane apicale et d’une extrémité C-terminale intra-cytoplasmique qui peut être 

phosphorylée et qui lie les protéines du cytosquelette. Elles sont caractérisées par un domaine 

SEA (Sea urchin sperm protein Enterokinase and Agrin), localisé entre les régions VNTR et 

le domaine transmembranaire, sauf pour la mucine MUC4 qui ne possède pas de domaine 

SEA [62]. 

 Les mucines membranaires peuvent être retrouvées sous différentes formes [63-66]: 
Forme membranaire classique 

Forme soluble (suite au clivage protéolytique de forme membranaire) 

Sécrétée (splicing alternatif) 

Sans région à répétition d’acides aminés (splicing alternatif également) 

 

Au niveau intestinal, les homologues des mucines membranaires chez le rat sont 

rMuc1, rMuc3 et rMuc4.  

MUC1, MUC3, MUC4, rMuc1, rMuc3et rMuc4 demeurant les mucines membranaires 

intestinales les plus exprimées respectivement chez l’homme et chez le rat. 

 

Sont décrites ci-dessous la mucine MUC1, principale mucine membranaire, et les 

mucines MUC3 et MUC4, qui nous ont plus intéressés dans nos études et leurs homologues 

respectifs chez le rat.  

 

 

4.1. MUC1  

 

C’est la première mucine membranaire humaine identifiée et séquencée [67]. Elle est 

connue sous différents noms : PEM (Polymorphic Epithelial Mucin), episialin, DUPAN-2, 

DF3, HMFG (Human Milk Fat Globule), EMA (epithelial membrane antigen), CD227 et 

MUC1 [68]. 
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Sa distribution tissulaire est quasiment ubiquitaire : voies aériennes, voies digestives 

etc. [69, 70]. Elle a un très large domaine extracellulaire (1000 à 2000 acides aminés) qui 

s’étend 200 à 500nm au-dessus de la membrane plasmique et 10nm au dessus du glycocalyx 

[69]. Le gène de MUC1 est composé de 7 exons dont le deuxième correspond à la région 

VNTR de la mucine. 

 

 

4.1.1. L’apomucine de MUC1 (Figure 11) : 

 

 Du côté extracellulaire, la région N-terminale est relativement courte, elle renferme la 

séquence signal.   

 Vient ensuite la région centrale qui contient des séquences répétées en tandem de 20 

acides aminés chacune. Le nombre de ces TRs peut varier de 20 à 120, avec une fréquence 

plus élevée pour des répétitions comprises entre 40 et 80 [70]. MUC1 possède donc un 

véritable VNTR, représentant 50 à 80% de la protéine. Comme tout domaine renfermant des 

séquences répétées, le VNTR de MUC1 est riche en résidus sérine (10%), thréonine (15%) et 

proline (25%), et donc fortement glycosylé.  

 

 De chaque côté de cette région VNTR, MUC1 possède deux autres régions PTS. De 

petite taille, ces dernières correspondent à des séquences répétées en tandem dégénérées ; en 

effet, leur séquence est différente de celle retrouvée au sein du VNTR [67, 70]. Ces deux 

régions contiennent également cinq sites potentiels de N-glycosylation. 

 

 La région C-terminale est très étendue. Elle est scindée en deux parties reliées de façon 

non covalente, mais stable [70]. En effet, elle renferme un site de clivage protéolytique post-

traductionnel, situé 60 à 67 acides aminés en amont du domaine transmembranaire (composé 

de 31 acides aminés). Sa séquence est : Phe-Arg-Pro-Gly-Ser-(Val)3. La coupure s’effectue 

entre les résidus Gly et Ser. Ce clivage protéolytique s’effectue dans l’appareil de Golgi mais 

les deux parties de la molécule restent associées de manière non covalente, aboutissant à la 

formation d’un hétérodimère membranaire [69].  

Les raisons de l’existence de cette forme hétérodimérique ne sont pas encore connues 

mais Gendler y voit un mécanisme pour la dissociation rapide de la mucine qui servirait ainsi 

de signal en cas d’altération du milieu extracellulaire [69]. 
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La partie intracellulaire de MUC1 est très courte. Formée de 69 acides aminés, elle se 

situe à l’extrémité C-terminale.  

 

 Il existe deux autres isoformes de MUC1 issues de l’épissage alternatif : MUC1/Y qui 

n’a pas de région de répétition en tandem [71], est transmembranaire et se lie à une autre 

isoforme de MUC1 : la protéine MUC1/SEC sécrétée, qui, elle, contient une région VNTR 

[72], les deux régions PTS dégénérées et une partie C-terminale correspondant à l’intron 2 de 

MUC1. Elle peut être détectée grâce à des anticorps spécifiques SEC lors de cancers [70]. 

 

 

4.1.2. rMuc1 

 

 Depuis le séquençage partiel de sa région C-terminale par Desouza et al. en 1998 [73], 

peu de choses nouvelles ont été rapportées sur la structure de rMuc1. 

Ainsi, on sait seulement que le domaine séquencé présente 89 à 91% d’identité avec la région 

équivalente chez la mucine murine Muc1, tant au niveau de la séquence nucléotidique que 

protéique. La région cytoplasmique offre également 85% d’identité avec celle de MUC1, avec 

seulement 7 acides aminés substitués. 

 Enfin, on sait récemment que la mucine rMuc1 existe aussi sous les formes 

membranaires ou solubles. Comme pour MUC1 humaine, les isoformes solubles ne seraient 

pas issues d’un épissage alternatif, mais plutôt d’un clivage protéolytique. 
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Figure 11 : Structure peptidique de MUC1 



   

4.2. MUC3 (Figure 12) 

4.2.1 Apomucine MUC3A - MUC3B 

 

Le gène de MUC3, situé sur le chromosome 7q22, code pour une large mucine, 

produite au niveau intestinal aussi bien par les cellules en gobelet que les entérocytes [65].   

 Pratt et al. ont prouvé qu’il existait en fait deux gènes MUC3, nommés MUC3A et 

MUC3B mais identiques à environ 95% [74]. Les séquences promotrices sont hautement 

conservées, ne possèdent pas de boite TATA et ont des sites d’initiation multiples [75]. 

 

 Les deux gènes codent pour des protéines pratiquement identiques, dont les 

caractéristiques sont : 

•  Une région N-terminale, décrite pour la première fois par Gum et al. en 2003 [75], qui 

contient un peptide signal de 21 acides aminés, suivi d’une séquence unique contenant 

plus de 40% de proline, sérine et thréonine, mais pas de séquences de répétitions d’acides 

aminés.   

•  Une région centrale est formée de deux régions VNTRs. La première, du côté N-terminal, 

est composée de séquences dégénérées de 59 acides aminés répétés 13 fois. La seconde est 

formée de 17 acides aminés répétés 5 fois [76]. 

•  Une région C-terminale des mucines MUC3 se caractérise par la présence de [75] :  

-deux domaines EGF-like de 44 acides aminés chacun (la conservation inter-espèce de ces 

domaines suggère des fonctions capitales dans l’interaction protéine/protéine et 

récepteur/ligand),  

-une région SEA [65, 74, 77]. Cette dernière région, située entre les deux domaines EGF- like, 

est un site de clivage protéolytique.   

-un domaine transmembranaire,  

- et enfin, la région cytoplasmique, à l’extrémité C-terminale. Elle est composée de 75 acides 

aminés. Elle contient des résidus Tyr, et une séquence YVAL [65], semblable aux motifs 

reconnus par les protéines contenant un domaine SH2 (Src Homolgy-2), domaines connus 

pour être impliqués dans la transduction du signal. 
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4.2.2. rMuc3 

 

 La structure de rMuc3 n’est encore que partiellement dévoilée. Seuls les 381 acides 

aminés du domaine C-terminal, ainsi qu’une partie de la région centrale ont été séquencés 

jusqu’à présent [78]. 

 Ainsi, rMuc3 partage un grand nombre de caractéristiques avec les mucines 

membranaires humaines MUC3, MUC4, MUC12, MUC13 et MUC17 [78-80]. 

La région centrale est très étendue et fortement glycosylée, puisqu’elle renferme un 

grand nombre de VNTR dont la séquence répétée correspond à TTTPDV [78, 80]. 

 

 La région C-terminale est composée de 5 domaines. Elle présente une homologie de 

81% avec la mucine Muc3 de souris et 38% avec MUC3 humaine [65]. Elle renferme ainsi 

une queue cytoplasmique de 80 acides aminés, un domaine transmembranaire, deux domaines 

EGF et une grande région SEA de 174 acides aminés, intercalée entre les deux motifs EGF. 

Cette région contient plusieurs sites de N-glycosylation ainsi qu’un site de clivage 

protéolytique semblable à celui de MUC1. Ce dernier a pour séquence Leu-Ser-Lys-Gly-Ser-

Ile-(Val)2, avec un clivage s’effectuant entre les résidus Gly et Ser [78]. Situé 127 acides 

aminés en amont du domaine transmembranaire, il induit l’obtention d’un hétérodimère avec 

une partie C-terminale de 49kDa, liée à la membrane et une partie N-terminale de 30kDa [81]. 

 Ce clivage se déroule dans l’appareil de Golgi, lors de la synthèse de la mucine, et 

comme pour MUC1, les deux parties restent liées de manière non covalente à la surface des 

entérocytes [78, 80].   

 Khatri et al. ont démontré en 2004 qu’un second clivage pouvait intervenir sur le 

fragment C-terminal de 49kDa de l’hétérodimère rMuc3, le ramenant à une taille de 30kDa 

[81].   

 Ces deux clivages faciliteraient la solubilisation de rMuc3 à la surface apicale des 

entérocytes et/ou aideraient rMuc3 à participer aux fonctions ligand/récepteur et transduction 

du signal pour le bon fonctionnement de l’entérocyte [81]. 
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Figure 12 : Structure peptidique de MUC3 
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4.3 - MUC4 (Figure 13) 
 

En raison de sa conformation rigide et étirée (1200 à 2000 nm), cette molécule chargée 

négativement dépasse largement au pôle apical l’ensemble des molécules du glycocalyx (10 

nm) et contribue à la protection des surfaces épithéliales des muqueuses. MUC4 est également 

impliquée dans le contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales 

ainsi que dans les processus de signalisation cellulaire. Elle pourrait jouer un rôle important 

dans la signalisation par ErbB2 dans les cellules tumorales et ainsi induire la prolifération 

cellulaire [82-84]. 

 

Sa distribution tissulaire concerne les voies aériennes, les voies digestives (intestin 

grêle et colôn), le cervix et le poumon. En revanche, MUC4 a une expression anormale dans 

divers carcinomes (pancréas, foie, sein, vésicule biliaire, glande salivaire, prostate, ovaire et 

colon) [85].  

 

 

4.3.1. APOMUCINE MUC4  
 
 

Le gène MUC4 est localisé sur le chromosome 3 en position 3q29. Ce gène code pour 

une famille d'isoformes comportant au moins 7 variants distincts, 5 formes solubles et 2 

formes membranaires. Ces variants sont obtenus par un épissage alternatif complexe de 

l'extrémité 3'-terminale de l'ARNm de MUC4. Les formes solubles ne possèdent pas les 

domaines de type EGF [86-89]. 

Cette mucine comporte: 

• Tout d’abord, du côté extracellulaire, la totalité de la séquence N-terminale située en 

amont du domaine répétitif central de MUC4 a été caractérisée. Elle contient un 

peptide signal de 27 acides aminés, suivi d’une séquence unique de 951 aa riche en 

proline, sérine et thréonine, et qui comporte 3 sous domaines d’environ 126 aa 

présentant une forte homologie de séquence. Ce domaine extracellulaire est fortement 

glycosylé et long de 2,12 μm. 

• Ensuite une région centrale constituée de séquences répétées en tandem de 16 acides 

aminés. [90] 
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• Enfin, la région carboxyterminale (1156 aa) de MUC4 riches en des sites de N 

glycosylation et qui se caractérise par la présence d’un site de clivage GDPH qui clive 

le précurseur en deux sous unités MUC4α (large sous unité de 850 kDa de type 

mucine) et MUC4β (sous unité transmembranaire de ’80 kDa’) [89]. MUC4β 

comporte deux domaines EGF-like, un domaine transmembranaire hydrophobe de 24 

aa, une queue cytoplasmique, à l’extrémité C-terminale [91]. 

 

4.3.2 - rMuc4 ou SMC 

 

 Le géne rMuc4 (9Kb) code pour un polypeptide de 300 kDa. Le complexe sialomucine 

SMC, également appelé rMuc4, est composé de deux sous unité ASPG1 et ASPG2 qui 

correspondent respectivement aux sous unités MUC4α et MUC4β. SMC est synthétisé sous la 

forme d’un précurseur qui est clivé lors de son passage à travers le réticulum endoplasmique 

en ASPG1 et ASPG2 qui vont former une glycoproteine hetérodimerique par liaison non 

covalente entre les deux sous-unités. 

 

 ASPG1 (ascite sialoglycoprotéine 1) est une protéine de 2172 aa, de haute masse 

moléculaire (> 200000). ASPG1 est divisée en trois domaines (une séquence unique N-

terminal, une séquence répétée en tandem, riche en sérine et thréonine et qui peut être 

fortement O- glycosylée et une séquence unique C-terminal).  

 

 ASPG2 (120-140kDa) est une glycoprotéine transmembranaire de 744 aa. ASPG2 

contient 2 régions N-glycosylées et dans sa partie extracellulaire deux domaines EGF like qui 

peuvent interagir avec le proto-oncogène ErbB2. Elle contient également une région riche en 

cystéine, un domaine transmembranaire de 25 aa et un domaine cytoplasmique de 20 aa 

(figure14) [89, 92].  

 

Il a été montré que la partie N-terminal d’ASPG1 et la séquence complète d’ASPG2 ont 60% 

d’identité avec la séquence de MUC4. En plus de la forme membranaire, SMS existe sous une 

forme soluble. Contrairement à la forme soluble de MUC4 qui provient d’un épissage 

alternatif, l’origine de la forme soluble de SMC n’est pas clairement établie [87, 93]. 

 

rMuc4 est exprimée dans les cellules épithéliales sécrétrices (intestin grêle, côlon, glaire 

cervicale, poumon) et également dans les tissus tumoraux du pancréas, de la vésicule biliaire 
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et les tissus mammaires. Il est surexprimé dans les tumeurs mammaires et du pancréas. Il a été 

montré qu’il peut lier et moduler la phosphorylation de ErbB2 et donc potentialiser le signal 

de transduction généré par les récepteurs de la famille HER (Human Epidermal growth factor 

Receptors) [89]. 
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Figure 13 : Structure peptidique de MUC4 [87] 

 

 

 
Figure 14 : Les deux sous unités ASPG1 et ASPG2 de rMuc4 
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5. Régulation de la sécrétion et de l’expression des mucines 

intestinales 

 

 

 

La barrière de mucus est constamment dégradée et renouvelée. Cela fait partie du 

processus normal de la muqueuse intestinale afin d’assurer la protection continue de la 

muqueuse contre les dommages potentiels de produits ou organismes présents dans le bol 

alimentaire ou le chyme intestinal.  

 

 

5.1. Synthèse et dégradation des mucines 
 

5.1.1. Synthèse 

 

La biosynthèse des mucines implique la transcription du gène MUC, la traduction de 

la protéine, sa conformation, les glycosylations appropriées, la polymérisation et le stockage. 

 

Les N-glycosylations ont lieu au tout début de la traduction de la protéine, dans le 

réticulum endoplasmique rugueux. Les chaînes N-glycosylées dirigent les peptides 

précurseurs vers le bon compartiment cytoplasmique pour leur maturation [94-96]. Dans le 

cas de MUC2, les protéines chaperonnes calréticuline et calnexine reconnaissent les chaînes 

N-glycosylées et modulent la synthèse des mucines au niveau de l’étape de la conformation 

tridimensionnelle et de l’oligomérisation dans le réticulum endoplasmique [97]. Ce 

phénomène assure le bon alignement des glycoprotéines pour la formation de ponts disulfures 

au niveau des domaines de Von Willebrand, CK et EGF-like [98]. Ces deux protéines 

chaperonnes n’interagissent pas avec MUC5AC, indiquant que deux mucines sécrétées, issues 

du même chromosome, nécessitent des conditions de synthèse différentes [97]. 

 

Les dimères issus de l’oligomérisation sont ensuite transférés vers l’appareil de Golgi 

où des sucres sont ajoutés via les glycosyltransférases sur les chaînes N-glycosylées [32] ; 
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s’ensuivent les O-glycosylations, puis les dimères subissent une oligomérisation pour devenir 

de véritables complexes. La synthèse des différents motifs d’oligosaccharides est tissu-

dépendante puisqu’elle dépend de la présence de certaines glycosyltransférases dans les sous-

compartiments des appareils de Golgi [99]. Les domaines de Von Willebrand des mucines 

jouent ici un rôle important au niveau de l’échange thiol-disulfure pour la formation des ponts 

du même nom [100]  

La délétion ou le blocage de certaines glycosyltransférases a une influence importante 

sur la structure finale des chaînes oligosaccharidiques et pourrait entraîner leur interruption 

prématurée ou même leur élimination dans certaines pathologies comme les cancers [101]. 

 

Après la formation de polymères, les mucines vont être condensées dans des vésicules 

golgiennes nouvellement synthétisées; s’ensuit une migration apicale. Certaines vésicules 

vont alors fusionner avec la membrane plasmique [102]: c’est l’exocytose de grains de 

mucines sécrétées. Les mucines membranaires seront quant à elles ancrées à la surface de la 

cellule. 

 

 

5.1.2. Dégradation 

 

Les chaînes oligosaccharidiques des mucines étant assez diversifiées, elles nécessitent 

un large spectre d’enzymes capables de les dégrader. Ces dernières agissent sur l’apomucine 

après l’élimination des chaînes oligosaccharidiques. Le site majeur de l’activité de ces 

enzymes est le côlon, grâce à l’action de différentes bactéries qui les sécrètent [103].   

Une population de bactéries dégradant les mucines a ainsi été identifiée par Hoskins et 

al. en 1981. Ce sont les bactéries MOD (Mucin Oligosaccharide Degrading bacteria). Ces 

bactéries font partie de la flore normale du tube digestif et produisent des glycosidases qui 

agissent spécifiquement sur les mucines [103]. Les sucres qui en résultent sont utilisés comme 

source d’énergie pour les bactéries, entraînant la production d’acides gras à chaîne courte, le 

produit final du métabolisme bactérien. D’autres bactéries sécrètent des mucin-desulfating 

sulfatases, qui désulfatent les mucines, permettant aux glycosidases d’y accéder [104, 105].  

En 2005, Rho et al ont également mis en évidence l’existence d’une enzyme qui 

entraîne directement la désulfatation des mucines en faisant un clivage au niveau de liaisons 

glycosidiques. Cette enzyme est donc une sulfoglycosidase puisque, contrairement aux 
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enzymes citées plus haut, son activité passe outre la séquence de désulfatation par une 

première enzyme suivi d’une déglycosylation par une deuxième [106]. 

5.2. La sécrétion du mucus intestinal 
 

Le maintien de la couche de mucus est assuré par les cellules en gobelet via la 

sécrétion de mucines. Cette sécrétion s’effectue selon deux voies distinctes : une voie de 

sécrétion de base et une voie régulée qui fait suite à une stimulation. 
 

5.2.1. Sécrétion basale 

 

 Cette sécrétion basale met en jeu les granules localisés en périphérie de la masse 

granulaire et se fait par exocytose périodique du contenu d’un seul granule de mucus à la fois 

qui fusionne avec la membrane apicale [107].  

 Diverses études ont montré que le cytosquelette de la cellule en gobelet joue un rôle 

important dans ce phénomène. En effet, la lenteur de la sécrétion serait expliquée par la 

présence de filaments d’actine, qui formeraient un barrage entre le granule et l’apex de la 

cellule. L’inhibition ou la rupture des filaments d’actine (respectivement par la cytochalasine 

D et la latrunculin A), aussi bien au niveau intestinal que dans les voies aériennes, accélère la 

sécrétion basale des mucines [102, 108]. Oliver et al. ont également prouvé les rôles 

organisateur et directeur, joués par les microtubules de la thèque dans cette sécrétion [109]. 
 

 

5.2.2. Sécrétion régulée (Figure 15) 

 

La sécrétion régulée est la conséquence d’une stimulation des cellules en gobelet. Elle 

correspond à une libération massive et rapide de granules de mucus dans la lumière 

intestinale. Il existe deux types de sécrétion régulée : l’accélération de la sécrétion basale et 

l’exocytose composée. 
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5.2.2.1. Accélération de la sécrétion basale 

 

La sécrétion basale décrite précédemment peut être accélérée sous l’effet de certains 

stimulants (agonistes cholinergiques): Phillips et al [110] ont ainsi observé une diminution du 

nombre de cellules caliciformes des villosités d’iléon de rat. Lors d’études in vivo de 

stimulation par le carbachol, ce processus entraîne une diminution du volume intracellulaire 

des cellules caliciformes, voire une diminution du nombre de cellules caliciformes 

observables en histochimie. 

 

5.2.2.2. L’exocytose composée  

 

Lors d’une stimulation, les cellules en gobelet peuvent également secréter leur produit 

via un mécanisme dit « d’exocytose composée » qui met en jeu les granules centraux ayant 

préalablement fusionnés. La fusion de ces granules avec la membrane apicale induit une 

augmentation de la surface de la membrane apicale donnant un aspect de profonde cavitation 

à la cellule, phénomène facilement reconnaissable en histochimie [18]. 

 

 

5.3. Facteurs stimulant la sécrétion et l’expression des mucines gastro-

intestinales 

 

 Les cellules en gobelet sont polarisées, avec leur pôle apical vers la lumière du tube 

digestif et le pôle basolatéral du côté de la lamina propria. La régulation de la sécrétion et de 

l’expression des mucines peut donc se faire à deux niveaux : 

 

5.3.1. Stimulation basolatérale : 

 

 La base des cellules en gobelet est soumise à l’effet des neurotransmetteurs, du 

système immunitaire, et des hormones véhiculées par les vaisseaux de la lamina propria. Ci-

dessous sont répertoriés quelques uns des sécrétagogues les plus connus. 
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5.3.1.1. Les médiateurs du système immunitaire 

 

5.3.1.1.1. Les prostaglandines 

 

Les prostaglandines PGE1 et PGE2 sont les seules reconnues comme ayant un pouvoir 

stimulant sur la sécrétion du mucus intestinal. Diverses études menées sur des lignées 

cellulaires (T84 pour PGE1, LS174T pour PGE2) et sur côlon de rat (PGE2) ont montré une 

décharge de mucus dose-dépendante suite à une stimulation par ces prostaglandines [111-

114].   

Parallèlement, Willemsen et al. ont montré que la PGE1, entraînait une forte 

augmentation de l’expression de MUC2 sur culture cellulaire [115].  

 

5.3.1.1.2. L’interleukine 1β (IL1-β) 

IL-1β peut être sécrétée par de nombreuses cellules comme les macrophages, les 

lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules dendritiques, les plaquettes, et les colonocytes. 

Han et al et Cohan et al. ont montré que l’IL-1β avait un effet sécrétagogue du mucus 

sur des explants de duodénum de souris, et ce de manière rapide et dose-dépendante, 

suggérant une relation entre les médiateurs de l’inflammation et la sécrétion de mucus lors des 

maladies inflammatoires de la muqueuse intestinale [116, 117]. Ces résultats ont été 

confirmés dans le modèle de côlon isolé vascularisé en 1998 [113]. De leur côté, Enss et al 

ont montré que l’expression de MUC2 et MUC5AC était augmentée dans des cellules LS180 

suite à une stimulation par l’IL-1β [118]. 

Certaines études ont été étendues à d’autres cytokines comme l’IL-4, -6 et -13. Ces 

dernières ont également entraîné une augmentation de l’expression de MUC2 et mais aussi de 

MUC5AC (sauf pour l’IL-13) dans des lignées cellulaires intestinales humaines [118, 120, 

121]. 
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5.3.1.1.3. L’histamine 

L’histamine est un médiateur chimique synthétisé par les polynucléaires basophiles et 

les mastocytes.  

En 1982, Neutra et al ont observé la sécrétion de mucines par un mécanisme 

d’exocytose composée dans des explants de muqueuse colique de lapin, suite à une 

stimulation par l’histamine [122]. Ceci a été confirmé par Halm et al. qui ont montré un effet 

sécrétagogue de l’histamine à 10μM dans des explants de biopsies coliques humaines [123]. 

De leur côté, McCool et al. n’obtinrent aucune augmentation de la sécrétion de glycoprotéines 

lors de la stimulation de cellules T84 issues d’un adénocarcinome colique humain. Ils 

expliquent cela par l’absence de certains récepteurs au moment de la différenciation des 

cellules en gobelet dans la lignée T84 en particulier [112].  

 Il existe également d’autres médiateurs du système immunitaire ayant un effet 

sécrétagogue de mucines plus ou moins marqué, comme l’oxyde nitrique (NO) [113, 124] ou 

la bradykinine [125]. 

 

5.3.1.2. Les hormones intestinales 

 

 Plusieurs hormones du système gastro-intestinal ont montré des effets sur la sécrétion 

de mucines: 

 

 5.3.1.2.1. La sérotonine 

 

La libération de la sérotonine, encore appelée 5-hydroxy-tryptamine (5-HT) par les cellules 

EC de l'intestin déclenche les réflexes péristaltiques et sécrétoires. Les transporteurs (SERT) 

de la sérotonine « re-captent » la sérotonine une fois qu'elle est libérée et régulent ainsi son 

action au sein des terminaisons nerveuses des voies gastro-intestinales, afin de moduler la 

motilité et la sécrétion intestinale et la sensibilité viscérale.  

  

Moore et al ont mis en évidence une exocytose composée de mucines dans l’intestin 

grêle de rat in vivo lors de stimulation par la sérotonine. Un résultat analogue a été observé 

 61



   

dans le côlon isolé vascularisé de rat suite à une stimulation de sérotonine à 3 et 5 μM [113, 

126]. 

 

 

5.3.1.2.2. La guanyline 

 

La guanyline est un peptide de 15 aa qui est exprimé le long du tractus intestinal avec 

un gradient croissant du duodénum au côlon distal. Elle y est détectée aussi bien dans les 

cellules villositaires que cryptiques et dans les cellules sécrétrices de mucus [127]. 

Ce peptide joue un rôle important dans la régulation des flux hydroélectrolytiques de 

l’intestin. En 1998, Furuya et al. ont montré que des injections de guanyline, réalisée in vivo 

chez le rat, induisent une décharge de mucus rapide, n’affectant que les cellules caliciformes 

cryptiques du duodénum et du jéjunum, et ce, via un relais nerveux cholinergique (la sécrétion 

de mucus était inhibée par une injection préalable d’atropine, antagoniste des récepteurs 

muscariniques) [128]. 

 

 

5.3.1.2.3. La neurotensine 

 

Ce peptide de 13 acides aminés est produit par les cellules N de l’intestin grêle distal 

(jéjunum et iléon). Il agit entre autre sur la motricité intestinale et colique, et joue un rôle 

majeur dans la réponse inflammatoire du tractus gastro-intestinal. Une seule étude a montré 

son implication, ainsi que celle de la neuromédine N (analogue naturel de la neurotensine) 

dans la décharge de mucines sur une lignée cellulaire humaine intestinale de cellules en 

gobelets : HT29-Cl.16E [129]. 
 

 

5.3.1.2.4. Le Peptide YY 
 

Enfin, le Peptide YY, produit par les cellules L de l’intestin et du côlon, stimule 

également la sécrétion de mucines de manière dose-dépendante dans le côlon isolé vascularisé 

de rat [130]. 
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5.3.1.3. Les neurotransmetteurs et neuropeptides 

 

°Les médiateurs du système cholinergique apparaissent comme de forts stimulants de 

la sécrétion de mucus, contrairement aux médiateurs du système adrénergique qui n’auraient 

aucun effet: 

 L’acétylcholine : C’est un neurotransmetteur des nerfs cholinergiques 

responsables entre autres de vasodilatation artérielle, de contractions digestives et 

bronchiques. Des études réalisées sur biopsies intestinales humaines [18] ont démontré son 

pouvoir stimulant sur la décharge de mucus des cellules caliciformes cryptiques. 

 Les agonistes cholinergiques muscariniques : Des expériences in vivo sur 

des iléons de rat [98] et in vitro sur la lignée cellulaire T84 [112], ont prouvé que le carbachol 

induit une exocytose composée des cellules à mucus cryptiques. 

 Un autre agoniste cholinergique muscarinique, le béthanéchol est également un 

puissant stimulant de la sécrétion de mucus intestinal. Des études ex vivo réalisées sur des 

côlons de rat [113, 130, 131] et in vivo sur des jéjunums de lapin [132], ont mit en évidence 

l’effet sécrétagogue de cette molécule. 

 

°Des neuropeptides comme le Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) (qui agit sur la 

régulation de la motricité gastro-intestinale, ainsi que sur le contrôle des sécrétions digestives 

exocrines (jéjuno-iléales, coliques et pancréatiques) et des sécrétions endocrines 

pancréatiques (insuline et glucagon) ou la bombésine (qui induit une augmentation de la 

sécrétion de glucagon, d’insuline, de polypeptide pancréatique ou de gastrine), ont également 

été testés. Grâce à des études in vitro sur la lignée cellulaire T84 [112], et ex vivo sur des 

côlons de rat [113, 130], ils sont désormais considérés comme des sécrétagogues des cellules 

à mucus. Hokari et al. ont également montré une augmentation de l’expression de MUC2 

suite à une stimulation par le VIP sur cellules coliques humaines [133]. 
 
 

5.3.2. Stimulation apicale : 

 

La barrière épithéliale gastro-intestinale est à l’interface entre le contenu luminale du 

tube digestif et la muqueuse. Les cellules épithéliales, et notamment les cellules à mucus, se 

trouvent donc en position stratégique pour établir un lien avec la lumière du tube digestif et 

donc le bol alimentaire : 
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5.3.2.1. Fibres alimentaires 

Les fibres alimentaires regroupent un ensemble de polysaccharides (plus la lignine) 

qui ne sont pas digérés par les enzymes du tube digestif et non absorbés par l’intestin. Parmi 

ces fibres, on peut citer la cellulose, la pectine, la dextrine, la lignine, l'hémicellulose et les 

gommes [134].  

Les fibres alimentaires sont classées en deux catégories :  

• Fibres solubles dans l'eau comme la pectine et les gommes.  

• Fibres non solubles dans l'eau comme la cellulose et la lignine qui composent la 

structure des feuilles, fruits, racines. 

 

5.3.2.1.1 Effet des fibres alimentaires sur les mucines coliques 

 

Les fibres alimentaires sont impliquées dans la modulation de la barrière muqueuse 

colique, et un régime enrichi en fibres (pectine et cellulose) chez le rat augmente l’épaisseur 

de la couche de mucus ainsi que sa capacité à être rapidement renouvelée [135]. Le nombre de 

cellules en gobelet est également augmenté suite à un régime riche en fibre (37%) en 

comparaison à un régime plus pauvre en fibres (4,5%) chez le rat [136]. 

 

D’autres études ont également mis en évidence que l’augmentation de la sécrétion de 

mucus est dépendante du type de fibre utilisé :  

Satchithanandam et al. [4] observent une augmentation des mucines gastriques et 

coliques sécrétées chez des rats ayant reçu un régime enrichi psyllium (20%) (Le psyllium est 

une fibre soluble issue d’une plante nommée plantago).   

Barcelo et al. [3] ont quant à eux testé plusieurs fibres dans un modèle de côlon de rat 

isolé vascularisé. La pectine, la gomme arabique et la cellulose n’ont pas provoqué de 

sécrétion de mucus, alors que l’administration luminale d’alginate (une fibre algale utilisée 

comme complément alimentaire) ou d’ulvane (fibre issue d’algues vertes) ont induit une 

augmentation dose dépendante de la sécrétion de mucines. 
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De leur côté, Brownlee et al. [137] ont mis en évidence une augmentation de 

l’épaisseur de la couche de mucus colique chez des rats suite à un régime enrichi en alginate à 

1%. 

 

 

 

5.3.2.2. Acides gras à chaine courte : 

 

Dans le côlon, la couche de mucus est en contact direct avec les produits issus de la 

fermentation colique des fibres alimentaires, et notamment avec les acides gras à chaîne 

courte (AGCC). Ces derniers représentent la majorité des anions organiques présents dans le 

côlon. Les principaux AGCC formés sont l’acétate, le propionate et le butyrate. La quantité 

d'acides gras à chaîne courte produite lors du processus de fermentation est dépendante du 

type d'alimentation des individus et du pool bactérien entretenu au sein du côlon. On 

considère cependant que les concentrations physiologiques des AGCC dans le côlon humain 

sont d’environ 60 mmol/L pour l’acétate, 25 mmol/L pour le propionate et de 15 mmol/L pour 

le butyrate. Ces acides gras présents au sein de l'intestin ont un rôle très important sur le 

fonctionnement du tube digestif dans son ensemble. Ils interagissent sur la motricité du côlon, 

l’absorption hydroelectrolytique, le trophisme colique et le métabolisme énergétique. 

Il a été montré que les acides gras à chaîne courte stimulent la sécrétion de mucines 

chez le rat, le butyrate étant le sécrétagogue le plus efficace [138, 139]. Ces résultats ont été 

confirmés par Barcelo et al. en 2000, dans le modèle de côlon de rat isolé vascularisé [3]. In 

vivo, certaines fibres fermentescibles pourraient donc agir sur la mucosécrétion via leurs 

produits de dégradation : les AGCC.  

Le rôle des AGCC sur les cellules à mucus ne s’arrête pas au seul fait de stimuler la 

mucosécrétion. En effet, Gaudier et al. ont démontré en 2004 que le butyrate module 

l’expression des gènes de mucines sur une lignée de cellules issues d’un adénocarcinome 

colique humain [140]. Cet acide gras entraîne une augmentation de l’expression de MUC3 et 

MUC5B, est sans effet sur MUC2 et diminue légèrement l’expression de MUC5AC. Ce 

même acide gras utilisé dans un milieu déprivé en glucose et où donc le butyrate serait le seul 

élément nutritif, augmentait comme attendu l’expression de MUC3 et MUC5B, mais 

également l’expression de MUC5AC et de manière considérable, celle de MUC2, au bout de 

24h de stimulation. L’hypothèse émise par Gaudier et al. pour expliquer ces différences 
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(également observées par Velcich et al. [141]) serait que le butyrate agirait en tant que tel sur 

MUC3 et MUC5B (des éléments de réponse à cet acide gras ont été trouvés sur d’autres gènes 

que ceux des mucines) alors que ce seraient ses métabolites qui seraient impliqués dans le cas 

de MUC2 et MUC5AC. 

Le butyrate pourrait donc jouer un rôle important dans la protection de l'épithélium du 

côlon en stimulant aussi bien la sécrétion du mucus que l'expression des mucines. 

 

5.3.2.3. Hydrolysats protéiques : 

 

Des études précédentes réalisées dans notre laboratoire ont eu pour but de tester 

différents hydrolysats protéiques et leur effet sur les cellules en gobelet dans un modèle de 

jéjunum isolé vascularisé de rat. 

 

L’hydrolysat de viande et d’ovalbumine n’ont montré aucun effet sécrétagogue. La 

caséine administrée par voie luminale ne stimulait pas non plus la sécrétion de mucines. En 

revanche, sous sa forme hydrolysée, la caséine s’est révélée être un puissant sécrétagogue des 

mucines au niveau du jéjunum de rat [142]. Un hydrolysat enzymatique de lactalbumine a 

également induit la décharge de mucus. Les hydrolysats protéiques ne sont donc pas tous 

potentiellement actifs, supposant ainsi que la sécrétion de mucus intestinal du rat dépend 

étroitement de la source de protéines alimentaires ingérées. Il est intéressant de noter que les 

deux hydrolysats actifs sur la sécrétion de mucines intestinales étaient des hydrolysats de 

protéines du lait. 

 

Sachant que les cellules caliciformes reposent sur un chorion fortement innervé, une 

question était soulevée quand au rôle du relais nerveux dans la muco-sécrétion induite par 

l’hydrolysat de caséines. La tétrodotoxine (TTX), un bloquant de la conduction nerveuse, a 

donc été testée dans le modèle ex vivo et il a été montré que l’effet de l’hydrolysat de caséines 

sur la muco-sécrétion était totalement aboli lors de la perfusion artérielle de cette molécule 

[142]. En outre, étant donné que certains fragments de caséine sont connus pour se comporter 

comme des ligands des récepteurs opioïdes, cette voie a également été explorée. Les résultats 

obtenus ont montré que la sécrétion de mucus induite par l’hydrolysat de caséines était 

également abolie par la perfusion artérielle de naloxone (un antagoniste des récepteurs aux 

opioïdes) [142]. Ainsi, il apparaît clairement que l’hydrolysat de caséine agit sur la muco-
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sécrétion intestinale par une voie indirecte, en faisant intervenir un relais nerveux intrinsèque 

et l’activation de récepteurs opioïdes. 

 

  

5.3.2.4. Peptides bioactifs du lait 

 

 

 Le lait de vache est composé de 32 à 35g/l de matières azotées totales.  Parmi les 

protéines de lait, les caséines (fraction insoluble à pH 4,6 et à 20°C) constituent 75 à 80 % des 

protéines du lait de vache et sont formées de quatre protéines principales (αS1-, αS2-, β- et κ-

caséine) au ratio 38 :11 :38 :13. 

 

 Les recherches menées ces dernières années ont montré que certaines séquences de 

caséines et de protéines solubles du lait ont des activités spécifiques reconnues (peptides 

bioactifs). Ainsi, les caséines peuvent libérer après hydrolyse partielle des peptides bioactifs 

comme les casokinines (peptides inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine), les 

casoplatélines (activité anti-thrombotique), des immunopeptides et les casomorphines [5].   

 

Ces peptides, petites chaînes d’acides aminés inactives dans la protéine mère, sont 

libérés durant les différentes étapes de la digestion des protéines du lait dans l’estomac et 

l’intestin grêle mais également lors de la fermentation des produits laitiers [144]. Les peptides 

bioactifs sont généralement formés de 3 à 10 acides aminés (à l’exception du 

caséinomacropeptide comprenant 64 acides aminés) et sont capables d’exercer de nombreuses 

propriétés biologiques. Ils exercent des effets soit localement dans le tube digestif, soit à 

distance dans l’organisme, après être passés dans le système circulatoire. 

  

5.3.2.4.1. Les β-casomorphines et la mucosécrétion 

 

Les casomorphines représentent une famille de peptides opioïdes exogènes, μ-

préférentiels, isolés lors de la digestion enzymatique de la β-caséine bovine [145] par la 

pepsine, la leucine aminopeptidase ou l’élastase [146]. La forme la plus étudiée est la β-

casomorphine 1-7, allant de l’acide aminé 60 à 66 : H-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-OH. 
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Des travaux récents menés dans notre laboratoire [142, 147] sur un modèle de jéjunum 

isolé vascularisé de rat, ont montré que la β-casomorphine 1-7 administrée par voie luminale à 

la dose de 1,2.10-4M (dose équivalente à la quantité de β-casomorphine 1-7 théoriquement 

présente dans un hydrolysat de caséine à 0,5% (poids/volume)) stimule de façon importante la 

sécrétion de mucus. Un effet de la β-casomorphine 1-7 (optimal à la concentration de 1,2.10-

6M) a également été mis en évidence par perfusion artérielle indiquant que ce peptide bioactif 

pouvait agir au niveau basolatéral de la cellule caliciforme. L’activation de la sécrétion de 

mucus par la β-casomorphine 1-7 fait intervenir la voie opioïde ainsi que le réseau nerveux 

intrinsèque [148]. 

 

 

 5.3.2.4.2. Les β-casomorphines et expression des mucines 

 

La β-casomorphine1-7 augmente également l’expression des mucines gastrointestinales dans 

les lignées coliques mucosécrétantes de rat (DHE) et humaines (HT29-MTX). Dans les 

cellules DHE de rat, la β-casomorphine1-7 a augmenté l'expression de rMuc2 et rMuc3. Cet 

effet était temps et dose dépendante. La réponse maximale est obtenue après 2 h de 

stimulation pour rMuc2 (225% de contrôle) et 4 h de stimulation pour rMuc3 (208% de 

contrôle) à la dose de 10-4 M. Ces effets ont été abolis lors d’un prétraitement des cellules 

avec le cyprodime (antagoniste de la voie mu-opioide). Dans la lignée humaine HT29-MTX, 

la β-casomorphine1-7 (10-4 M) a également augmenté les niveaux de transcrits de MUC5AC 

(219% après 24 h de stimulation) [148]. 
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6 - Fonctions biologiques du mucus  
 

 . 

 

 
 La barrière de mucus produite par les cellules épithéliales spécialisées est continue. 

Elle constitue une barrière physique entre le tissu sous-jacent et les micro-organismes, les 

toxines qu'ils produisent et les autres substances potentiellement nocives présentes dans la 

lumière intestinale. Ce gel de mucus est composé à 95% d’eau, environ 5% de mucines et 

moins de 1% molécules diverses (IgA, TFF, protéines cellulaires, lysosymes, lactoferrines, 

cellules épithéliales exfoliées, etc.). 

 

 

6.1 Lubrification de la muqueuse  

 

 Il s’agit du rôle premier du mucus. Cette fonction essentielle est réalisée par la couche 

de mucus flottant. Une fois libérés dans la lumière intestinale, les polymères de mucines sont 

fortement hydratés (volume augmenté de 600 fois) et forment le gel viscoélastique qui protège 

la muqueuse contre les dommages mécaniques pouvant être occasionnés par le passage du bol 

alimentaire et des matières fécales.   

 

6.2 Barrière de diffusion des nutriments 

  

La polymérisation, la glycosylation intense et la structure en écouvillon des mucines 

confèrent au mucus une très grande viscosité, faisant de lui un véritable réseau de mailles 

glycoprotéiques. De ce fait, la couche de mucus constitue un véritable microenvironnement 
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aqueux, stable, épais et continu, où s’effectue une diffusion lente et sélective des nutriments 

vers les entérocytes, cellules absorbantes de l’intestin. 

 

 

6.3 Barrière physico-chimique 

 

Le gel de mucus forme une barrière stérique contre les acides, les enzymes et certains 

carcinogènes. Les mucines créent localement un gradient de pH par la grande concentration 

d’oligosaccharides neutres ou chargés, qui ont comme fonction de faciliter ou empêcher la 

diffusion de molécules chargées [149]. 

 

 En outre, le gel de mucus prévient l’action protéolytique des enzymes (trypsine, 

chymotrypsine, lipase, etc.). En effet la richesse des mucines en radicaux glycosylés, sur 

lesquels viennent de surcroît se greffer des acides gras, augmente la résistance aux protéases.  

Les nombreux branchements oligosaccharidiques des mucines confèrent également au mucus 

un haut pouvoir de détoxification, en protégeant la muqueuse intestinale contre les métaux 

lourds avec lesquels il peut interagir [16].   

 D’autre part, le degré de glycosylation des mucines donne au mucus un pouvoir anti-

oxydant. Il peut en effet neutraliser les radicaux libres produits dans la lumière intestinale, 

protégeant ainsi la muqueuse de ces espèces chimiques agressives [150]. 

 

 

6.4 Mucus et flore endogène  

 

 Le gel de mucus est en symbiose avec la flore bactérienne endogène. Il offre de 

nombreux avantages « écologiques » aux bactéries présentes dans la lumière intestinale 

puisqu’il peut fournir des nutriments (les mucines sont une source d’énergie) pour le 

développement bactérien, facilitant la colonisation de l’intestin par les bactéries, qui peuvent 

ainsi survivre et se multiplier [151, 152]. 
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6.5 Inhibiteur de l’adhésion des pathogènes  

 

 Le gel de mucus agit également comme une défense dynamique contre les 

pathogènes microbiens [153, 154], en inhibant leur adhésion aux cellules épithéliales 

notamment grâce à des similitudes entre le site de liaison naturel d’un micro-organisme et les 

glucides des mucines : 

 Ainsi, les mucines sécrétées inhibent la liaison de pathogènes comme Yersinia 

enterocolitica [155] et la mucine membranaire MUC3 inhibent l’adhésion d’Escherichia coli 

[156]. On a également montré que les mucines se liaient au rotavirus [157], réduisant ainsi 

son adhésion et son effet sur les cellules-cibles.  

Les bactéries intestinales sont également capables d’inhiber l’adhérence de bactéries 

pathogènes aux cellules épithéliales en augmentant la production de mucines intestinales. Par 

exemple, le Lactobacillus plantarum, qui est un probiotique, augmente le niveau d’expression 

de l’ARNm de MUC2 et MUC3, inhibant ainsi l’adhésion d’Escherichia coli [158, 159].   

Des études portant sur Y. enterocolitica ont montré que le mucus brut était un meilleur 

inhibiteur de l'adhésion bactérienne que la mucine purifiée [153], ce qui suggère que d'autres 

composants (peut-être des membranes de cellules desquamées) de la couche de mucus 

pourraient jouer un rôle dans la prévention de l'adhérence bactérienne à la surface de 

l’épithélium.  

Paerregaard et al. [160] montrent que la capacité du mucus intestinal et de la mucine à 

inhiber l'adhésion microbienne à la membrane cellulaire peut aussi découler de modifications 

des propriétés de surface d'un micro-organisme. Les mucines peuvent masquer les adhésines 

hydrophobes à la surface des bactéries, il est donc possible que le mucus et la mucine 

protègent l'hôte en se déposant à la surface des bactéries et réduisent les risques d’adhésion. 
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6.6 Libération de molécules actives et réparation de l’épithélium 

 

 Le gel de mucus capture des molécules biologiquement actives. Ces dernières 

pourraient être des indicateurs de brèches moléculaires ou physiques de la couche de mucus, 

et une fois relâchées, pourraient inciter les processus d’inflammation ou de réparation [161] : 

Le meilleur exemple est celui des TFF (trefoil factor). Ils sont liés au domaine D des mucines 

et font partie intégrante du mucus, participent à la protection des cellules épithéliales en 

contribuant à la viscosité du gel et par leurs propres activités biologiques [162, 163].   

Suite à leur libération, les TFF vont promouvoir le processus de cicatrisation et la 

restitution de la muqueuse au niveau de l’épithélium endommagé [20]. 
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7- Mucines et pathologies gastro-intestinales 
 
 

 

7.1. Gastro-entérites aiguës 
 
 La gastroentérite est un trouble digestif fulgurant alliant nausées, vomissements et 

douleurs au ventre. 

D’une façon générale, on observe une augmentation de la sécrétion de mucus, mais 

aussi une augmentation de la perte de mucus avec le flux gastrique. Cette activité sécrétoire 

intense est due aux cytokines libérées lors du processus inflammatoire, et aux toxines 

bactériennes [164]. 

 

7.2. Les maladies inflammatoires de l’intestin 

  

 Les principales maladies inflammatoires intestinales sont la maladie de Crohn et la 

colite ulcéreuse.   

Des altérations de la synthèse des mucines, de leur maturation, sécrétion ou de leur 

dégradation dans les maladies inflammatoires de l’intestin sont connues :  

Les chaînes oligosaccharidiques seraient deux fois moins longues que celles des 

mucines de l’intestin sain [165]. De plus, la sulfatation et la sialylation sont altérées. Ces 

changements réduisent les propriétés viscoélastiques du gel de mucus et influencent les 

interactions des mucines avec les micro-organismes, les électrolytes, les protéines de défense 

et les nutriments, diminuant ainsi la fonction de protection de la muqueuse.   

Ainsi, les mucines pourraient être impliquées dans l’initiation ou le développement de 

ces maladies (Tableau 2) [166].   
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7.2.1. La colite ulcéreuse ou Recto Colite Ulcéro Hémorragique (RCUH)  

 

 La colite ulcéreuse est une inflammation chronique du tube digestif caractérisée par 

l'inflammation du côlon et du rectum avec formation d’ulcères. Si la maladie de Crohn peut 

affecter, de façon discontinue, l’ensemble du tractus digestif, la colite ulcéreuse ne touche que 

la muqueuse du côlon et du rectum. 

 

Caractéristiques Colite ulcéreuse 
Maladie 

de Crohn 
Référence 

Région VNTR altérée 

de MUC3 

SNP de 

MUC3 
[167, 168] Mutations 

Epaisseur du mucus Diminuée Non altérée [22] 

Nombre de cellules en gobelet Très réduit Non altéré [169] 

Sulfatation Diminuée Non altérée [170, 171] 

Glycosylation Altérée Altérée [172, 173] 

MUC2 (protéine) Diminuée n.d. [174, 175] 

MUC1, MUC3, MUC4 (ARNm) Non altérés Diminués [176] 

MUC2 (ARNm) Non altéré Non altéré [175, 177] 

MUC5AC, MUC6 (ARNm) n.d. Augmenté [177] 

Auto-anticorps anti-MUC Présents Absents [178] 

Nombre de bactéries dans le mucus Augmenté n.d. [179] 

 

 

Tableau 2 : Altération pathologiques des mucines coliques chez les patients 

atteints de la colite ulcéreuse et de la maladie de Crohn. 

n.d. =  non déterminé,  

SNP = single nucleotide polymorphism,  

VNTR = Variable Number Tandem Repeat 
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 L’épaisseur de la couche de mucus est diminuée au cours de la colite ulcéreuse [22] 

probablement due à une réduction marquée du nombre de ces cellules en gobelet et à une 

déficience des mucines sécrétées. MUC2, principale mucine sécrétée de l’intestin, joue un 

rôle important dans le maintien de l’épaisseur de la couche de mucus.  Il a été montré que la 

sécrétion et la sulfatation de MUC2 étaient diminuées lors de la colite ulcéreuse [171, 174, 

175] entraînant une réduction de la protection de la muqueuse. En effet, les mucines coliques 

normales sont très sulfatées, ce qui augmente leur résistance à la dégradation par les enzymes 

bactériennes. Toute altération de la sulfatation des mucines pourrait donc être majeure dans la 

pathogénicité de la colite ulcéreuse [1170]. Kyo et al. ont également mis à jour une altération 

de certaines séquences VNTR de MUC3 [167, 168]. 

 

Malgré tout, plusieurs études ont montré que l’expression des gènes des mucines ne 

serait pas altérée, avec une expression normale de MUC1, MUC2, MUC3 et MUC4 [180, 

181]. Ainsi, malgré la diminution de la sécrétion de MUC2, le niveau d’ARN ne varie pas et 

semble indépendant de l’activité de la maladie, suggérant l’existence d’un mécanisme de 

régulation post-transcriptionnelle. 

 

 

7.2.2. La maladie de Crohn « MC » 

 

 La maladie de Crohn est caractérisée par la présence d'une inflammation chronique 

dans l'appareil digestif. De manière successive ou simultanée, une ou plusieurs zones 

d'inflammation surgissent, de la bouche à l'anus. Elles peuvent mener à des ulcères dans 

différents segments du tube digestif. Dans la majorité des cas, la maladie de Crohn se localise 

dans la partie terminale de l’intestin grêle, selon une observation faite en 1932 par un médecin 

américain, le Dr Burril B. Crohn. Environ 30 % des MC impliquent l’iléon terminal, 30 % le 

colon seul et 40 % une localisation iléo-colique (colon droit). Dans 50% des cas de MC 

colique, et contrairement à la RCUH, le rectum est sain (www.pharmclin.uhp-

nancy.fr/astiercours/rectocolites-Crohn.pdf). 

 

 Contrairement à la colite ulcéreuse, l’épaisseur de la couche de mucus est non altérée 

lors de cette maladie [22].  
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D’après une étude de Buisine et al [177] sur l’expression des gènes de mucines dans 

l’iléon (où la majorité des ulcérations sont retrouvées), une diminution de MUC3 et MUC4 

apparaît dans les tissus normaux et altérés des patients, avec une réduction plus tardive de 

MUC1. Ceci n’apparait que dans les tissus altérés dans lesquels il y a expression aberrante de 

MUC5AC et MUC6, qui sont normalement confinées dans l’estomac (MUC5AC et MUC6) et 

dans le duodénum (MUC6). MUC2 est retrouvée en quantité normale, sauf dans quelques 

lésions bien particulières, appelées UACL (Ulcer Associated Cell Lineage), où la mucine est 

pratiquement absente [177].   

Enfin, MUC3 présente des mutations au niveau des zones SNP (Single Nucleotide 

Polymorphism), ce qui entraîne une prédisposition à la maladie de Crohn [167]. 

 

 

 

7.3. Mucines et cancer colorectal 
 

Le cancer du côlon est un grand problème de santé publique dans les pays 

occidentaux. Une personne sur 25 développera dans sa vie ce cancer qui est la 2eme cause de 

mortalité par cancer tout sexe confondu [29, 182].  

Les altérations des mucines ont été mises en évidence lors de cancer colorectal et 

notamment :  

 - Une diminution de l’expression de la mucine sécrétée MUC2 [181]. 

 - L’apparition de la mucine gastrique MUC5AC [183] 

 - Une surexpression de la mucine membranaire MUC1 [184]. 

 - Des modification des glycosylations : chaînes plus courtes, diminution de la 

sulfatation [185].  

 

L'examen de tumeurs colorectales a montré que, suite à une dérégulation de 

l’expression de l’apomucine et des enzymes qui la modifient durant la transformation des 

cellules tumorales, ces glycoprotéines pouvaient être dérégulées aussi bien au niveau de leur 

expression que de leur degré de glycosylation [186, 187] avec des chaînes oligosaccharidiques 

plus courtes et moins nombreuses. Cette glycosylation aberrante pourrait impliquer la délétion 

d’une glycotransférase en plus de l’altération de l’apomucine sur lesquelles sont fixées les 

chaînes sucrées [185, 188]. 
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L’expression ectopique et/ou la surexpression de mucines membranaires (comme 

MUC1) par les cellules tumorales sont généralement associées à une augmentation du 

potentiel malin et un mauvais pronostic [184, 189]. Alors que l’expression de mucines 

sécrétées (comme MUC2), dans certains types de tumeurs, serait corrélée à un meilleur 

pronostic [190-192]. 

 

 

7.3.3.1. Cas de la mucine sécrétée MUC2 

 

Les expérimentations animales suggèrent l’importance de MUC2 dans la 

carcinogenèse colique : Velcich et ses collaborateurs ont conduit une étude sur des souris 

"knock-out" chez lesquelles les deux copies du gène Muc2 étaient invalidés [2]. Les 

chercheurs ont pu ainsi montrer que l'absence de Muc2 se traduisait par une croissance 

anormale des cellules intestinales. Résultat plus marquant, 65% de ces souris génétiquement 

modifiées ont spontanément développé des adénomes qui ont progressé vers des 

adénocarcinomes invasifs. Ces résultats mettent en évidence le rôle important que pourraient 

jouer les mucines et particulièrement Muc2 dans le développement de tumeurs colorectales.  

Morphologiquement, les cellules en gobelet des souris Muc2-/- étaient indétectables, 

mais des produits spécifiques des cellules en gobelet (comme l’Intestinal Trefoil Factor 

« TFF ») étaient décelés, indiquant que cette lignée cellulaire était intacte mais difficilement 

reconnaissable morphologiquement, du fait de l’absence de Muc2. 

Parallèlement, cette étude a montré une augmentation de la prolifération, une diminution de 

l’apoptose et une augmentation de la migration des cellules épithéliales intestinales le long 

des cryptes coliques et des villosités de l’intestin grêle. 

 

Le rôle de « suppression de tumeur de Muc2 » n’est pas encore très bien compris. 

Plusieurs hypothèses ont été émises [161] :  

 Cette fonction pourrait être le résultat de l’altération de la protection et lubrification de 

la surface intestinale, causant la colonisation du tractus intestinal par différentes flores 

microbiennes, dont certaines pourraient avoir des effets pro-carcinogènes.   

 Il est possible que la libération de TFFs ou d’autres produits spécifiques aux cellules 

en gobelet qui sont normalement séquestrés par le gel de mucus, stimulent un 

phénotype de cicatrisation qui est également pro-carcinogène.   
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 Le gel de mucus, fortement diminué dans ces souris Muc2-/- pourrait être une barrière 

de protection contre des carcinogènes alimentaires.   

 Les voies de signalisation dépendant de Muc2 par son contact avec les mucines 

membranaires pourraient contribuer à la différenciation et la prolifération de 

l’épithélium. Cette signalisation serait compromise par l’absence de Muc2. 

 

De plus, Yonezawa et ses collaborateurs [191, 192] ont montré dans deux études qu’une 

forte expression de MUC2 dans des tumeurs pancréatiques et biliaires était associée à un 

faible pouvoir invasif, une faible malignité et un meilleur pronostic que les tumeurs 

n’exprimant pas MUC2. 

 

MUC2 aurait ainsi un rôle protecteur majeur lors de la carcinogénèse colique qu’il serait 

intéressant d’explorer. 

 

 

7.3.2. Cas de la mucine sécrétée MUC5AC 

 

MUC5AC, principale mucine gastrique, est exprimée à la surface de l’épithélium de 

l’estomac, mais pas dans le côlon normal [193] (à l’exception du côlon fœtal [194]).  

 

En 1980, Bara et al. ont développé un anticorps dirigé contre l’antigène de mucines 

gastriques. Cet antigène est appelé M1[195]. 

La présence de l’antigène M1 à la surface des cellules à mucus gastriques était très 

similaire à celle de la mucine MUC5AC. En outre, en 1991, 1998 et 2004, Bara et al [196-

198] ont montré que les épitopes de l’antigène M1 dérivent de l’apomucine des mucines 

gastriques et que l’anticorps anti-M1 reconnaît une protéine dérivant de la région C-terminale 

du gène de MUC5AC. Ainsi, l’antigène M1 est un produit de cette mucine et peut lui être 

associé par l’appellation M1/MUC5AC. Leurs études ont démontré que l’antigène 

M1/MUC5AC est exprimé comme antigène oncofoetal dans la muqueuse du côlon humain. 

En effet, on ne le retrouve que lors des cancers et dans les côlons fœtaux humains durant les 6 

premiers mois de grossesse [194].   

 

L’anti- M1/MUC5AC marque les cellules à mucus de la surface de l’épithélium 

gastrique mais pas la muqueuse normale du côlon. Par contre une expression de novo de 
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MUC5AC est souvent observée lors de l’évolution des cancers du côlon [183, 199-201], avec 

une forte expression dans les adénomes, mais également dans les cancers mucineux 

(expression plus importante comparée aux cancers non-mucineux) [202, 203].   

 

L’expression de la mucine MUC5AC dans les adénocarcinomes diminue avec 

l’augmentation du degré de dysplasie comme le prouvent Bara et al avec 66% des adénomes 

étudiés marqués, contre 12-29% des adénocarcinomes [195, 204]. De plus, l’expression de 

M1/MUC5AC était retrouvée plus fréquemment dans les adénomes villeux que tubulaires et 

rarement dans les adénomes à forte dysplasie [204].   

 

 

7.3.2.1. Expression de novo de MUC5AC 

 

 Les mécanismes moléculaires responsables de l’expression aberrante de MUC5AC 

dans le cancer colique ne sont pas connus et beaucoup d’auteurs s’essaient à des études sur ce 

sujet. Park et al [202] ont montré une corrélation positive entre le niveau de MUC5AC et le 

niveau d’instabilité de microsatellites. De leur côté, Losi et al [203] ont observé une 

corrélation entre la présence de MUC5AC dans le cancer colorectal et l’absence de la protéine 

MLH1 réparatrice de l’ADN, par des méthodes de localisation immunohistochimique, mais 

aucune explication n’a encore été émise à ce sujet. 
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III - La leptine 

 

 

Introduction 

 
En 1994, l’équipe de Friedman a cloné le gène ob dont la mutation est responsable à l'état 

homozygote de l'obésité des souris ob/ob [205, 206]. Le gène ob a été localisé sur le 

chromosome 6 chez la souris et sur le chromosome 7 chez l'homme [207]. Il comprend trois 

exons et deux introns (figure 16). Les exons sont transcrits en un ARNm de 4,5 kb chez la 

souris et de 3,5 kb chez l'homme [205, 208]. Le gène ob a été également cloné chez le singe 

[209], le porc [210] et le poulet [211]. 

Ce gène code pour une protéine circulante, appelée leptine (du mot grec leptos, signifiant 

mince). La protéine est une hormone peptidique dont la séquence est fortement conservée 

parmi différentes espèces chez les mammifères [205]. La structure de la leptine et de son 

récepteur est très proche de celle des cytokines de la famille de l’interleukine (IL)-6 et de leurs 

récepteurs. La leptine régule le poids corporel en diminuant l’appétit et en augmentant les 

dépenses énergétiques [212].  

Après traduction, la protéine de 18 kDa (167 aa chez la souris, 166 aa chez l'homme) perd un 

peptide signal de 2kDa (21 aa) en libérant dans la circulation une forme de 16 kDa, ne 

subissant aucune modification post-traductionnelle (figure 17). Une forme de 19kDa a été aussi 

identifiée dans des extraits gastriques de rat mais ses caractéristiques moléculaires et 

fonctionnelles restent encore inconnues [213]. La protéine ob a la structure d'une cytokine, 

composée de quatre hélices alpha et de deux courts feuillets bêta [214].  

 La partie N-terminale de la protéine est indispensable à l'activité biologique de la 

leptine. Elle comporte un pont disulfure entre les cystéines 96 et 146, qui serait important pour 

la sécrétion, la stabilité et la solubilité de la leptine [215]. 

 La leptine circulante est un monomère ; elle pourrait exister aussi sous forme de dimère 

ou de tétramère. La leptine est présente sous forme libre ou liée à des protéines encore mal 

connues. 
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Figure 16: le gène ob 

 

 

 

 
Figure 17: La leptine 
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III.1. Sites de production 

 
 Cette protéine de 16 kDa est produite principalement par le tissu adipeux et agit par des 

mécanismes centraux pour contrôler l’équilibre énergétique. Outre le tissu adipeux, d’autres 

organes dont le placenta, le foie, les muscles squelettiques, et l’estomac sécrétent également la 

leptine. Lors d’inflammation, l’épithélium colique est également un site de production de la 

leptine [5, 213].  

Au niveau gastrique, les cellules immunoréactives à la leptine ont été localisées dans 

l'épithélium glandulaire, exclusivement dans le fond des glandes fundiques chez le rat. Une 

telle localisation correspond à la distribution des cellules principales qui synthétisent et 

sécrètent le pepsinogène [216]. Chez l'homme, les cellules principales gastriques sécrètent 

également la leptine [217, 218]. Récemment, Cammisotto et al ont également décrit la présence 

de leptine dans des cellules endocrines gastrique [219]. La leptine gastrique pourrait donc être 

liberée à la fois de façon endocrine et exocrine, dans la lumière gastrique. Cette sécrétion est 

contrôlée par des facteurs nerveux et hormonaux activés par le repas tels que les hormones 

gastriques (pentagastrine, sécrétine), la cholécystokinine et la prise alimentaire [216, 219]. La 

leptine gastrique est cependant secrétée principalement dans la lumière gastrique où elle est 

protégée de la digestion par une forme soluble des récepteurs [220]. La leptine luminale est 

ainsi résistante à un pH bas (de l’ordre de 2) et peut atteindre l’intestin sous forme active pour 

contrôler diverses fonctions [216]. La mise en évidence de la leptine gastrique et de ses 

récepteurs dans l’estomac et l’intestin suggèrent un rôle de la leptine dans le contrôle des 

fonctions gastrointestinales [216]. 

 

III.2. Récepteurs de la leptine 

 
Le récepteur de la leptine (Ob-R), codé par le gène db, est rattaché, de par sa structure, aux 

récepteurs des cytokines de type I. C'est un récepteur à un seul domaine transmembranaire. La 

partie intracellulaire du récepteur ressemble plus particulièrement à la chaîne gp130 (figure 

17), l'un des composants des récepteurs de l'IL-6, l’IL-12, l’IL-15, du G-CSF (granulocyte 

colony stimulating factor) et du LIF (leukemia inhibitory factor), l’oncostatine M et la 

prolactine ou l’hormone de croissance qui appartiennent elles-aussi au groupe 1 des cytokines, 

à longue chaîne hélicoïdale [221]. 
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III.2.1. Les différentes isoformes (Figure 18)  

 

Plusieurs isoformes ont été décrites (ob-Ra à ob-Rf) ; toutes issues d’un épissage alternatif. 

Elles se distinguent entre elles par la longueur de leur domaine intracytoplasmique.  

Ces isoformes, sont classées en 3 groupes [215, 221-223]  

 

 L’isoforme longue, Ob-Rb, comporte une partie intracellulaire de 302 aa, contenant des 

motifs peptidiques nécessaires à l'activation de signaux de transduction, ces derniers étant 

partiellement délétés dans les quatre isoformes courtes Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf 

[221]. 

 

 Plusieurs isoformes courtes existent, Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf, caractérisés par un 

domaine cytoplasmique de 34 acides aminés. Ob-Ra est l’isoforme le plus abondamment 

exprimé (ubiquitaire). 

 

 Il existe enfin une forme sécrétée souvent glycosylée [224]. L'isoforme courte Ob-Re qui 

ne possède pas de domaine transmembranaire, et peut se lier à la leptine circulante. En 

effet, la leptine circule dans le plasma sous une forme libre et une forme liée. Cette 

isoforme joue probablement un rôle dans l'inactivation de la leptine circulante et son 

transport [219]. 

Les récepteurs Ob-R ont été localisés dans le système nerveux central et périphérique [212]. 

Dans ce dernier, les isoformes courtes du récepteur sont plus fortement exprimées que 

l'isoforme longue Ob-Rb, par opposition à l'hypothalamus où l'isoforme longue est 

majoritairement exprimée [225]. 

En périphérie, les isoformes courtes, tout comme l'isoforme longue Ob-Rb, présentent une 

distribution ubiquitaire, avec une forte expression de Ob-Rb dans le poumon, la rate, le rein et 

une plus faible expression dans le tissu adipeux, les organes reproducteurs, le placenta, le 

coeur, les ganglions lymphoïdes..Etc [226-228]. 
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   Figure 18 : Différentes isoformes des récepteurs de la leptine 

(www.tmd.ac.jp) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 19 : Leptine et voies de signalisation  

(Harvey and Ashford, Neuropharmacology, 44, 947-849 (2003)). 
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III.2.2. Voies de signalisation intracellulaire (figure 19) 

Jusqu'à ce jour plusieurs voies de transduction apparaissent activées par la liaison de 

la leptine à son récepteur : Celle des JAK-STAT (Janus kinases-signal transducers and 

activators of transcription) et celle des MAPK (mitogen-activated protein kinase) avec 

activation des kinases ERK « extracellular Regulated Kinase » et p38 MAPKinase. D’autres 

voies de transduction du signal sont également impliquées, en particulier la voie de la 

Phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K), la voie de l’Insuline receptor substrate 1 (IRS1) et la 

voie de la Protéine Kinase C (PKC) [229,230]  

 

 Ces voies de transduction du signal sont comparables à celles rapportés pour différentes 

cytokines. Le récepteur de la leptine, comme les autres récepteurs de cytokines de type I, ne 

possède pas d’activité tyrosine kinase intrinsèque. Le récepteur Ob-Rb est considéré 

classiquement comme l’isoforme impliqué dans la signalisation. Ob-Rb requiert donc 

l’activation de tyrosines kinases associées au récepteur, de la famille Janus (JAK), en 

particulier JAK2, qui vont, par la suite, phosphoryler et activer les facteurs de transcription 

STAT (« signal transducers and activators of transcription »). Pour cela, la partie 

cytoplasmique du récepteur Ob-Rb contient deux motifs peptidiques, Box1 et Box2, qui 

interagissent classiquement avec les protéines JAK. Seul Box1 est conservé chez les 

différentes isoformes transmembranaires. L'isoforme Ob-Rb possède également un site Box3 

de liaison de STAT3 (figure 20).  

 

Les proteines STAT, après homodimérisation et translocation dans le noyau, induisent 

l’expression de différents gènes spécifiques. La leptine induit l'activation des STAT 1, 3, 5 et 6 

dans différentes lignées cellulaires [231-234]. Dans la lignée épithéliale intestinale humaine 

CaCO-2, la leptine active les STAT3 et 5 [235]. In vivo, l'injection de leptine à dose 

physiologique engendre une activation des STAT 1, 3 et 5 dans l'intestin chez les souris 

normales et ob/ob, mais pas chez les souris db/db présentant un récepteur Ob-Rb non 

fonctionnel [235]. De plus, via l'activation de JAK2, la leptine induit la phosphorylation 

d’autres protéines telles que ERK ou IRS (insulin-receptor substrate) qui activent les 

phosphatidylinositol-3 kinases [229-231].  

La leptine est également capable d'activer plusieurs classes de MAPK notamment : Erk 

(extracellular-regulated kinase) et JNK-SAPK (NH2-terminal c-jun kinase/stress-activated 
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protein kinase) [231]. Il a été montré que la leptine augmente l'activité MAP-kinase in vitro 

dans les lignées murines embryonnaires C3H10T1/2 et dans les lignées de cellules bêta du 

pancréas [236]. Dans la lignée intestinale STC1 et dans la lignée colique HT-29, la leptine peut 

induire les protéines kinases p42/44 qui appartiennent à la famille des MAPK [237, 238]. 

 

Enfin, la leptine est capable d’activer la famille des proteines kinase, notamment les PKA et 

PKC. Il a été montré que la leptine active la voie classique de la PKC dans  le jéjunum du rat 

et dans les entérocytes pour ainsi inhiber le transport de glucose et de galactose via SGLT1 

[239, 240]. 
 
 

 

III.2.3 – Localisation des récepteurs de la leptine dans le tractus gastrointestinal 

 

Des récepteurs de la leptine ont été identifiés au niveau de l’ensemble du tractus digestif, 

notamment dans l’estomac (cellules épithéliales et fibres afférentes vagales) ainsi que dans 

l’intestin au niveau du pôle apical et basolatéral des cellules épithéliales intestinales et coliques 

et dans la lamina propria (granulocytes et macrophages). La présence de ces récepteurs le long 

de l’intestin et leur localisation à l’apex des entérocytes [217, 218, 241, 242] suggèrent un rôle 

de la leptine digestive dans le contrôle des fonctions intestinales. La leptine gastrique gagnerait 

ainsi l’intestin où elle interagit avec ses récepteurs pour contrôler les différentes fonctions de 

l’épithélium intestinal [216].  
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Figure 20: le récepteur long Ob-Rb 
(www.inra.fr/.../an2001/num213/cassy/sc213.htm.) 
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III.3. Rôle de la leptine 

 

III.3.1 - Leptine et prise alimentaire 

 

La fonction essentielle de la leptine consiste en effet en la régulation de la prise 

alimentaire, principalement par ses effets sur l’hypothalamus. Des taux élevés de leptine 

signalent la présence de stocks énergétiques suffisants au système nerveux central, qui répond 

en réduisant l’appétit et en augmentant les dépenses énergétiques, prévenant ainsi une obésité 

sévère. Un déficit génétique en leptine (exemple des souris ob/ob) ou en son récepteur (cas 

des souris db/db, résistantes à la leptine) conduit à une obésité extrême, liée à une prise 

alimentaire excessive et un défaut de dépense énergétique [243, 244]. Néanmoins, ces souris 

présentent également des anomalies marquées, secondaires aux effets de la leptine sur la 

reproduction, l’hématopoïèse, l’angiogénèse, la sécrétion d’insuline, les métabolismes osseux, 

lipidique et glucidique. De telles altérations sont de plus décrites lors des déficits congénitaux 

en leptine chez l’homme. Ainsi, les mutations du gène Ob, se caractérisent par une 

hyperphagie, une obésité, un hypogonadisme hypothalamique et une fertilité altérée [245]. La 

leptine est donc une molécule pléïotropique, jouant un rôle important dans la régulation des 

fonctions endocrines et des fonctions métaboliques [222, 244]. 
 

III.3.2 - Régulation des réponses immunitaires 

Plus récemment a été découvert le rôle de la leptine dans l’immunité. Ainsi, une altération des 

réponses immunitaires et une susceptibilité aux infections ont été rapportées chez les animaux 

déficients en leptine ou en son récepteur, chez les sujets déficients en leptine ainsi que lors des 

situations de malnutrition, où l’on observe des taux faibles de leptine [244-246]. Dans ce 

dernier cas la leptine semble être un signal pour l’adaptation à l’état de jeûne, permettant de 

conserver l’énergie pour les muscles et l’activité cérébrale [244, 247]. De plus, plusieurs 

études ont montré une augmentation des taux circulants de leptine au cours de certaines 

infections bactériennes ou de réactions inflammatoires. Ainsi, les taux de leptine sont 

augmentés sous l’action de différents médiateurs de la phase aiguë de l’inflammation tels que 

le TNFα, l’IL-6 et l’IL-1 ou après stimulation par le LPS [246]. Ces résultats suggèrent un 

rôle de la leptine dans les mécanismes de défense de l’hôte.  
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En effet, au cours du jeûne, une diminution brutale du nombre de calories absorbées 

provoque une diminution rapide des taux sériques de leptine, accompagnée d’une atrophie 

thymique, réversible avec l’administration de leptine [246]. De plus, les souris ob/ob, 

déficitaires en leptine, présentent également un thymus de petite taille, renfermant de 

nombreux thymocytes apoptotiques. Cette atrophie thymique affecte le cortex du thymus, où 

se trouvent la plupart des thymocytes double positifs CD4+, CD8+, et l’apport de leptine 

permet de réduire le taux d’apoptose de ces cellules [248]. La leptine apporterait donc un 

signal de survie aux thymocytes durant la maturation des lymphocytes T. Elle exerce 

également des effets anti-apoptotiques sur les cellules T matures. Ces effets peuvent résulter 

de son aptitude à augmenter l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-X, qui 

protègent les cellules T et les thymocytes de l’apoptose [246, 249].  

III.3.2.1 -  Rôle dans la prolifération et l’activation lymphocytaire T 

L’addition de concentrations physiologiques de leptine lors d’une réaction 

lymphocytaire mixte (LMR) induit une prolifération dose dépendante des lymphocytes T 

CD4+. Néanmoins, la leptine présente des effets différents sur la prolifération et la production 

de cytokines par les cellules T. Ainsi, la leptine augmente la prolifération et la sécrétion d’IL-

2 par les cellules T naïves alors qu’elle possède de très faibles effets sur la prolifération des 

cellules T mémoires, voire un effet inhibiteur [246, 249]. La leptine augmente également 

l’expression de molécules d’adhérence à la surface des lymphocytes T CD4+, telles que « 

Intercellular adhesion molecule 1 » (ICAM1) ou « very late antigen 2 » (VLA2), pouvant 

permettre l’activation et la migration des cellules immunitaires vers les sites de 

l’inflammation [244, 246]. 

Enfin, la leptine induit une polarisation Th1 des réponses immunitaires. En effet, elle 

augmente la production d’IFN-γ et de TNF-α par les lymphocytes T, conduisant de ce fait à 

une augmentation de la production d’IgG2α par les cellules B, des réactions 

d’hypersensibilité retardée et de l’activation des macrophages. A l’inverse, elle inhibe les 

réactions de type Th2, diminuant ainsi la production d’IL-4 et d’immunoglobulines d’isotype 

IgG1 [244, 246, 249].   

Les souris ob/ob présentent une diminution de sécrétion d’IL-2, d’IFN-γ, de TNF-α et 

d’IL-18, associée à une production augmentée de cytokines de type Th2, telles que l’IL-4 et 
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l’IL-10. Ces souris sont résistantes à l’induction expérimentale de différentes maladies auto-

immunes [246, 249].  

 

III.3.2.2 - Rôle dans la production d’hormone de croissance par les lymphocytes 

La leptine possède un autre mécanisme d’action sur les cellules immunitaires. Elle peut en 

effet stimuler la production d’hormone de croissance (GH) par les lymphocytes du sang 

périphérique, par des mécanismes dépendants de la protéine kinase C et de l’oxyde nitrique. 

Les lymphocytes expriment en effet des récepteurs pour la GH à leur surface et produisent 

eux-mêmes cette hormone [250]. La GH joue un rôle important dans le développement et la 

régulation du système immunitaire. Ce rôle s’exerce en particulier sur les lymphocytes T. En 

effet, la GH intervient dans le développement des lymphocytes T au niveau du thymus [251]. 

Elle régule également l’adhésion et la migration des lymphocytes T. Par ailleurs, in vitro, elle 

potentialise la prolifération et la réponse cytokinique des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ 

aux antigènes dont ils sont spécifiques [251]. La leptine augmente l’expression du récepteur 

de la GH à la surface des lymphocytes, potentialisant ainsi les effets biologiques de la GH sur 

ces cellules [250]. La leptine pourrait donc réguler les réponses immunitaires en induisant la 

production locale de GH par les lymphocytes.  

En conclusion, la leptine joue un rôle majeur dans la régulation de l’immunité, permettant de 

maintenir une réponse immunitaire optimale et de protéger ainsi les individus des infections. 

Néanmoins elle est également impliquée dans la physiopathologie de l’inflammation et des 

maladies auto-immunes.  

 

III.3.3 - Rôle de la leptine au cours de certaines maladies inflammatoires intestinales 
 

Du fait que la leptine exerce un effet régulateur négatif sur la prise alimentaire et positif sur la 

thermogénèse, la question d'une contribution de la leptine dans l'anorexie et 

l'hypermétabolisme accompagnant les maladies infectieuses et inflammatoires, a été soulevée. 

L'emploi de modèles physiopathologiques murins d'inflammation intestinale a permis de 

mesurer la leptinémie aux différents stades de l'inflammation. Une hyperleptinémie est induite 

chez le rat à jeun lors du stade précoce d'une colite induite par l'acide trinitrobenzène 

sulfonique (TNBS). Cette hyperleptinémie était corrélée avec le degré de l'inflammation et 

associée à une anorexie. Des concentrations élevées de leptine plasmatique ont également été 
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mises en évidence au cours de l'iléite ulcéreuse aiguë induite par l'indométhacine et lors d'un 

choc endotoxinique, ce qui suggère un rôle pro-inflammatoire de la leptine dans les maladies 

inflammatoires intestinales [252].   

Très récemment, deux travaux ont montré que les souris ob/ob étaient plus sensibles à l'effet 

létal du TNF ou du LPS que leurs congénères normales, suggérant que la leptine est impliquée 

dans des mécanismes de protection de l'organisme lors d'une réponse inflammatoire [253, 

254]. Enfin, l'étendue des lésions aiguës muqueuses gastriques, obtenues par instillation 

intragastrique d'éthanol chez le rat, est réduite par une injection intra-péritonéale de leptine ou 

de CCK. Cet effet protecteur serait en partie dû à une accélération du flux sanguin gastrique 

[255]. 

Anorexie, augmentation de la dépense énergétique et perte de poids sont des arguments 

cliniques en faveur d'un rôle de la leptine dans les maladies inflammatoires chroniques de 

l'intestin (MICI). Trois études ont mesuré la leptinémie chez ces malades sans obtenir de 

résultats concluants, du fait des difficultés inhérentes aux analyses de résultats provenant de 

populations hétérogènes vis-à-vis des indices de masse corporelle, des degrés de sévérité et 

stades de la maladie ou des différents traitements (tels que stéroïdes) qui peuvent altérer 

l'expression de la leptine [256-258]. Néanmoins, une augmentation de la leptinémie a été 

observée chez des malades dénutris et atteints de rectocolite hémorragique [257]. Chez des 

malades présentant une gastrite associée à Helicobacter pylori, une augmentation des 

concentrations gastriques de leptine a été détectée. Elle pourrait contribuer à l'anorexie et la 

perte de poids et participer au maintien du processus inflammatoire [259].  

Enfin, chez les sujets obèses, non déficients en leptine, les taux élevés de leptine reflète une 

résistance à la leptine, provoquée par une down-régulation du récepteur Ob-R. Ceci pourrait 

conduire à une dérégulation immunitaire et à une altération de la balance Th1/Th2, entraînant 

une susceptibilité aux infections et une réponse inflammatoire anormale. L’obésité est en effet 

considérée comme un état pro-inflammatoire, étant associée à une infiltration progressive des 

tissus adipeux par des macrophages, qui sécrètent des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, 

IL-1β, IL-6). Ces dernières vont stimuler les adipocytes pour sécréter davantage de leptine et 

de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-α [249].  
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III.3.4 - Au niveau de l’estomac 

 

La leptine gastrique agit localement dans l’estomac en activant les afférences vagales viscèro-

sensitives pour produire des signaux de satiété qui sont intégrés et traités dans le système 

nerveux central. Cette action locale de la leptine gastrique amplifierait l’action des récepteurs 

de la CCK expliquant ainsi l’effet synergique de la leptine et de la CCK sur l’induction précoce 

de la satiété à partir des neurones du faisceau du tractus solitaire [216, 260]. Cette action 

synergique est renforcée par la capacité de la leptine à augmenter les concentrations circulantes 

de CCK en activant sa sécrétion à partir des cellules endocrines I duodénales [261]. Ainsi, dans 

les conditions physiologiques, la leptine gastrique pourrait «autopotentialiser » sa propre action 

sur la prise alimentaire en libérant la CCK, un puissant peptide anorexigène [262]. 

 

La leptine est également impliquée dans le maintien de l’intégrité de l’épithélium gastrique et 

dans la gastroprotection. Des expériences réalisées chez le rat ont permis de montrer que la 

leptine sécrétée dans l’estomac protège la muqueuse gastrique de l’induction de lésions par 

l’éthanol. Cette protection passerait par un mécanisme dépendant du NO [263, 264]. 

 

 

III.3.5 - Au niveau de l’intestin  

 

La leptine gastrique gagne l’intestin où elle interagit avec ses récepteurs pour contrôler les 

fonctions d’absorption et de sécrétion de l’épithélium intestinal. 

 

III.3.5.1. Facteur d’absorption 

 

 

• L’intestin est le site principal de l’absorption des nutriments. L’absorption des résidus 

protéiques est assurée par un transporteur dépendant des protons, PepT1, localisé dans 

la bordure en brosse. Il a été démontré chez le rat in vivo que l’administration de leptine 

dans la lumière jéjunale augmente l’absorption des di- et tripeptides via PepT1. Cette 

action de la leptine gastrique constituerait un nouveau mécanisme par lequel la leptine 

contrôlerait les réserves énergétiques [241]. 
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• L'absorption des monosaccharides est une fonction intestinale essentielle. Après le 

repas, le transport d'une molécule de glucose est couplé à celui de deux ions sodium par 

le transporteur sodium-glucose, SGLT-1 situé dans la bordure en brosse de l'entérocyte. 

L'activité de ce transporteur présent tout au long du tube digestif, est la cible d'une 

régulation importante [239, 240]. Ducroc et al ont montré en utilisant la chambre 

d’Ussing que c’est la leptine luminale qui inhibe rapidement l'entrée de glucose dans 

les entérocytes de rat via SGLT1 [239]. Inigo et al ont également étudié le rôle de la 

leptine gastrique dans la régulation de l’activité de SGLT1. Ils ont démontré que la 

leptine luminale diminue l’absorption de glucose via SGLT1 in vivo chez le rat [265]. 

Cet effet inhibiteur de la leptine est accompagné d’une diminution de la quantité de 

SGLT1 sur la bordure en brosse des entérocytes et dépend de l'activation de la protéine 

kinase C (PKC). La leptine gastrique joue donc un rôle essentiel dans la régulation de 

transport glucidique intestinal [239, 240]. 

 

 

• Dans la lumière du côlon, les fibres alimentaires sont dégradées par fermentation 

bactérienne en acides gras à chaîne courte principalement en butyrate, propionate, et en 

acétate. Il a été démontré que la leptine, appliquée au pôle apical des cellules coliques 

Caco-2, est capable d’augmenter l’absorption du butyrate (source majeur d’énergie 

pour le colonocyte) via le transporteur de monocarboxylates de type 1 (MCT-1) par des 

mécanismes mettant en jeu une augmentation du pool intracellulaire de MCT-1 [216]. 

 

 

III.3.5.2. Facteur de sécrétion d’hormones intestinales 

 

Une étude réalisée à l’aide de la lignée entéroendocrine STC1 a montré que la leptine stimule 

la sécrétion de la cholécystokinine [247]. La leptine induit également la libération de GLP-1 

(hormone produite par les cellules L) in vivo chez le rat, ainsi que dans des lignées cellulaires 

murines (GLUTag) et humaine (NCI-H716) [266]. Une synergie de la leptine et du GLP-1 

(glucagon-like peptide-1) a été également rapportée dans la régulation de la prise alimentaire 

[267]. 
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 En conclusion, la leptine luminale est capable d’agir au niveau intestinal et ainsi de 

contrôler diverses fonctions, notamment les fonctions des entérocytes et des cellules 

entéroendocrines. En revanche, rien n’a été décrit concernant l’effet de la leptine luminale sur 

les cellules caliciformes qui représentent une autre population majeure de l’épithélium 

intestinal. 
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La leptine luminale stimule la sécrétion 
des mucines par les cellules en gobelet  
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La leptine luminale stimule la sécrétion des mucines par les cellules en 
gobelet 

Résumé : 

 

Il a été suggeré que la leptine pouvait être impliquée dans les lésions tissulaires et/ou dans les 

mécanismes de défense de la muqueuse. Dans cet article, nous avons étudié les effets de la 

leptine sur la sécrétion de mucus et sur l'expression de la principale mucine sécrétée, la 

mucine 2 (rMuc2) dans le côlon de rat.  

Des rats Wistar et des souris ob/ob ont été utilisés. La sécrétion du mucus a été suivie in vivo 

dans le modèle d’anse colique de rat perfusée in situ. La sécrétion de mucus a été mesurée par 

ELISA, et l’expression de rMuc2 a été suivie par PCR en temps réel. Les effets de la leptine 

seule ou en association avec les inhibiteurs de la protéine kinase C (PKC) et du phosphatidyl-

inositol 3 kinase (PI3K) ont été également déterminés sur la sécrétion de mucines par la lignée 

mucosécrétante humaine HT29-MTX.  

La leptine a été détectée dans la lumière du côlon de rat à des taux importants. La perfusion 

luminale de leptine a stimulé la sécrétion des mucines par les cellules en gobelet chez le rat in 

vivo de façon dose dépendante. La Leptine (10 nmol/l) a augmenté la sécrétion de mucus d’un 

facteur de 3.5 par rapport aux anses contrôles et a doublé le niveau des transcrits codant 

rMuc2 dans la muqueuse colique.  

Les souris ob/ob déficientes en leptine ont les cellules caliciformes anormalement remplies de 

mucus. Dans la lignée HT29-MTX qui exprime le récepteur de la leptine, la sécrétion de 

mucines induite par la leptine, met en jeu les voies de signalisation de la PKC et de la PI3-

Kinase.  

C'est la première fois qu’il est démontré que la leptine luminale régule la fonction des cellules 

en gobelet sécrétrices de mucus. Le mucus est une barrière protectrice qui permet à 

l’épithélium gastrointestinal de faire face à des conditions agressives de nature chimique, 

mécanique ou bactérienne. Nos données pourraient être importantes pour mieux comprendre 

les mécanismes de défenses mis en jeu dans la muqueuse colique. 
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Plaisancie, Pascale, Robert Ducroc, Mahmoud El Homsi, Annick
Tsocas, Sandra Guilmeau, Sandra Zoghbi, Olivier Thibaudeau, and
Andre Bado. Luminal leptin activates mucin-secreting goblet cells in the
large bowel. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 290: G805–G812,
2006; doi:10.1152/ajpgi.00433.2005.—Leptin has been suggested to be in-
volved in tissue injury and/or mucosal defence mechanisms. Here, we studied
the effects of leptin on colonic mucus secretion and rat mucin 2 (rMuc2)
expression. Wistar rats and ob/ob mice were used. Secretion of mucus was
followed in vivo in the rat perfused colon model. Mucus secretion was
quantified by ELISA, and rMuc2 mRNA levels were quantified by real-time
RT PCR. The effects of leptin alone or in association with protein kinase C
(PKC) and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitors on mucin secreted
by human mucus-secreting HT29-MTX cells were determined. Leptin was
detected in the rat colonic lumen at substantial levels. Luminal perfusion of
leptin stimulates mucus-secreting goblet cells in a dose-dependent manner in
vivo in the rat. Leptin (10 nmol/l) increased mucus secretion by a factor of 3.5
and doubled rMuc2 mRNA levels in the colonic mucosa. There was no
damage to mucosa 24 h after leptin, but the number of stained mucus cells
significantly increased. Leptin-deficient ob/ob mice have abnormally dense
mucus-filled goblet cells. In human colonic goblet-like HT29-MTX cells
expressing leptin receptors, leptin increased mucin secretion by activating
PKC- and PI3K-dependent pathways. This is the first demonstration that
leptin, acting from the luminal side, controls the function of mucus-secreting
goblet cells. Because the gel layer formed by mucus at the surface of the
intestinal epithelium has a barrier function, our data may be relevant physi-
ologically in defence mechanisms of the gastrointestinal tract.

rat mucin 2; mucus; ob/ob; protein kinase C; phosphatidylinositol
3-kinase; leptin receptor; intestinal defence

LEPTIN, the hormone encoded by the ob gene (45), is now
considered to be multifunctional, not just regulating food
intake and energy expenditure (32) but also neuroendocrine
function (16), nutrient absorption (8, 13, 30), cell proliferation
(19), and angiogenesis (35). This multifunctional role of leptin
is consistent with the production of this hormone by various
tissues and organs (17, 28), including the stomach (3, 38).
Stomach-derived leptin is mostly secreted in gastric juice; it
then enters the intestine, where it regulates intestinal biological
functions (8, 9, 13, 18).

The biological effects of leptin are mediated by its receptor
(Ob-R), which belongs to the gp130 family of cytokine recep-
tors (25, 41). Several Ob-R isoforms generated by alternative
splicing of the db Ob-R gene have been identified (25). Leptin
has recently been shown to be involved in inflammation and
immunomodulation. This is consistent with the structural and
functional similarities observed between leptin and the inter-
leukin (IL)-6 family of cytokines (44). Ob-R also has signaling

capabilities similar to those of IL-6-type cytokine receptors
(41), and there are indications that leptin may be linked to
inflammatory conditions. Indeed, it has been suggested that
leptin upregulates the inflammatory immune response (27).
Leptin-deficient ob/ob mice have been reported to be resistant
to colonic inflammation induced by oral dextran sulphate
sodium or trinitrobenzene sulfonic acid, and leptin replacement
in ob/ob mice renders these mice susceptible to such inflam-
mation (34). Subsequent data from studies (7, 15, 29) using
different experimental models of inflammation have indicated
a proinflammatory role for leptin. This contrasts with the
results of a study (39) suggesting the involvement of leptin in
the protective mechanisms that allow an organism to cope with
potentially autoaggressive effects of its immune system. In this
line, leptin has been shown to exert gastroprotective effects by
accelerating the healing of ethanol-induced gastric ulcers (14,
24). Furthermore, exogenous leptin has been shown to reduce
the severity of acetic acid-induced colitis in rats (11). Thus it
seems that, in certain conditions, leptin act as an anti-inflam-
matory and/or protective agent. However, it is unknown
whether leptin directly modulates defence mechanisms within
the gastrointestinal mucosa.

In this study, we investigated whether leptin in the colonic
lumen modulated the expression of mucin and the secretion of
mucus, a major component of physiological defence mecha-
nisms that is produced by mucin-secreting cells. We assessed
the effects of leptin on mucus secretion and on rat mucin 2
(rMuc2) expression in the in vivo rat colon model and in vitro
in HT29-MTX human colonic goblet-like cells.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Wistar rats weighing 220–240 g (Charles River
Laboratories; L’Arbresle, France) and 6- to 8-wk-old female leptin-
deficient (C57BL/6J ob/ob) mice and their wild-type lean littermates
(Elevage Janvier; Le Genest, France) were caged under standard
laboratory conditions with tap water and regular food provided ad
libitum on a 12:12-h light-dark cycle at a temperature of 21–23°C.
Animals were treated in accordance with European Community
guidelines concerning the care and use of laboratory animals.

Anesthetized perfused rat colons. Rats were fasted for 16 h in
wire-mesh cages to avoid coprophagia with water ad libitum. Rats
were anesthetized with ethylurethane (1.2 g/kg im, Prolabo; Paris,
France). An inflow cannula was inserted 1 cm below the cecum, and
the outflow cannula was set up at a distance of 1 cm above the rectum.
The colonic segment was flushed with saline solution prewarmed to
37°C to remove residual intestinal contents. It was then continuously
perfused at a rate of 1 ml/15 min (Minipuls 2, Gilson; Paris, France)
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with Krebs-Ringer buffer (pH 7.5) containing (in mM) 120 NaCl, 4.5
KCl, 0.5 MgCl2, 0.7 Na2HPO4, 1.5 NaH2PO4, 15 NaHCO3, 1.2
CaCl2, and 10 glucose. After a 30-min stabilization period, vehicle
(control) or recombinant murine leptin (100 nM) in Krebs-Ringer
buffer was perfused for different time periods. At the end of the
period, segments were removed, and the luminal content (fluid con-
tent � adherent mucus gel) was collected and frozen at �20°C for
subsequent determination of mucinlike immunoreactivity and luminal
DNA content.

Empty colonic loops were divided into small segments. One part of
the colon tissue was stored at �80°C until the determination of DNA
content. The other part of the colonic tissue was used for total RNA
extraction and for quantification of rMuc2 mRNA by real-time PCR.
Finally, some colonic segments were used for histological analysis.
They were fixed in 10% neutral buffered formalin, embedded in
paraffin, sectioned at 4 �m, stained with alcian blue (AB; pH 2.5)
followed by the periodic acid-Schiff (PAS) reaction, and then coun-
terstained with hematoxylin. The AB-PAS method yielded a blue
color when mostly acidic mucins were present and a magenta color
when mainly neutral mucins were present.

Real-time PCR. Total RNA was extracted from colon tissues using
TRIzol and reverse transcribed into cDNA as previously described
(42). Real-time PCR was performed with the real-time fluorescence
detection method (Roche Diagnostics; Meylan, France) using a Light-
Cycler System with a FastStart DNA Master SYBR Green I kit. The
reaction mixture contained MgCl2 (80 nmol), forward and reverse
primers (8.12 nmol), and LightCycler Fast Start DNA Master SYBR
Green I Mix (2 �l) in a volume of 10 �l. The reaction mixture was
distributed into precooled capillaries, and diluted (1/10) cDNAs or
purified and quantified cloned plasmid DNA for mucin (construction
of a standard curve) in a volume of 10 �l were added as PCR
templates. The cycling conditions were as follows: initial denaturation
at 95°C for 10 min, followed by 40 amplification cycles at 95°C for
10 s, a touchdown (0.5°C/cycle) annealing from 68 to 60°C for 8 s,
and 72°C for 6 s. Real-time monitoring was achieved by measuring
the fluorescence at the end of the elongation phase. After the cycling,
melting curves of the PCR products were acquired by cooling and
maintaining samples at 65°C for 15 s and then by a stepwise increase
of the temperature from 65 to 98°C. Primers were as follows: rMuc2,
forward 5�-ATTACCCCCACAGTGGACAA-3� and reverse 5�-GG-
GATGTCCACCACAAAGTT-3� (designed with the assistance of
Primer3 computer software); and cyclophylin A, forward 5�-CTT-
GTCCATGGCAAATGCTG-3� and reverse 5�-GTGATCTTCTT-
GCTGGTCTTG-3� (12). The expression of rMuc2 was normalized to
the cyclophilin A mRNA level in each sample. Results are presented
as percentages of the untreated control (means � SE).

Leptin determination from luminal contents from the colon. Nor-
mally fed rats and rats that had been deprived of food for 16 h were
anesthetized, and blood was collected from the abdominal aorta.
Blood was centrifuged, and the plasma was removed and stored at
�20°C until a leptin RIA. Rats were killed, and the entire colon from
the cecum to the rectum was removed. The colon lumen contents
including the feces were collected and centrifuged at 3,000 rpm for 10
min, and the supernatants were used for a leptin determination by a
RIA (RIA kits, Linco Research; St. Charles, MO). Pooled colonic
juices from normally fed rats were submitted to size exclusion
chromatography using Superdex 200 column (16/60, Pharmacia Bio-
tech; Freiburg, Germany) as previously described. The collected
fractions were stored at �20°C until the leptin RIA. The column was
adjusted with commercially available calibration proteins kits (Phar-
macia Biotech).

Effect of colonic leptin on mucosa architecture. In this set of
experiments, 16-h food-deprived Wistar rats were slightly anesthe-
tized with pentobarbital sodium (Sanofi Santé Animale; Libourne,
France). Then, 3, 10, or 100 nM of recombinant murine leptin or
vehicle were slowly administered (volume injected: 1 ml) through a
catheter inserted rectally into the colon and positioned 10 cm proximal

to the anus. Animals were killed 24 h after the injection, and food
intake, body weight, length of the colon, and macroscopic changes
were determined. Segment of the distal colon proximal to the rectum
were removed and fixed in 10% neutral buffered formalin, embedded
in paraffin, sectioned at 4 �m, and used for histological studies as
described above.

A segment was also removed and stored at �20°C for the deter-
mination of tissue-associated myeloperoxidase (MPO) activity, which
was determined as described previously (10). Protein concentration of
the supernatant was determined by using a Bradford assay kit (Bio-
Rad Laboratories; Hercules, CA) for calibration.

Cell culture. HT29-MTX cells, a human colon carcinoma-derived
mucin-secreting goblet cell line (26), and parental HT29 cells were
grown in DMEM (Invitrogen; Cergy Pontoise, France) supplemented
with 10% FBS (Sigma; St. Louis, MO) and 100 mg/ml penicillin-
streptomycin (Invitrogen). Cells were grown in plastic 25-cm2 culture
flasks and maintained at 37°C in a 5% CO2 atmosphere within a
humidified incubator. Media were replaced every 2 days.

RT-PCR of the leptin receptor. Briefly, total RNA was extracted
from HT29 or HT29-MTX cells using TRIzol according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA was reverse transcribed into
cDNA and then amplified with Ob-Rb primers. Forward primer
5�-GCCAACAACTGTGGTCTCTC-3� and reverse primer 5�-
AGAGAAGCACTTGGTGACTG-3� for huB219.1 were designed on
the basis of the previously published cDNA sequence for the human
Ob-Rb receptor (Accession No. U52914), which defines an amplicon
of 246 bp. PCR was performed under the thermocycling conditions as
previously described (8). PCR products were analyzed by electro-
phoresis in a 2% agarose gel in the presence of ethidium bromide.

Cellular model of mucin secretion. To study mucin secretion,
HT29-MTX cells were seeded in 12-well culture plates (5.105 cells/
well) and were given fresh media every 2 days. Experiments were
performed 21 days after cells reached confluency. Twenty-four hours
before the secretory studies, cells were serum deprived. The mono-
layer cultures of HT29-MTX cells were washed twice with PBS and
incubated in serum-free medium with or without leptin at 37°C for
15–60 min in a humidified atmosphere. Supernatants were then
collected, frozen, and stored at �20°C. Cells were then processed
with trypsin, and cell numbers per well were determined. All exper-
iments were performed at least three times in triplicate.

ELISA for mucin secretion. Samples of luminal contents from
colonic loops were incubated for 24 h with 100 mM 1,4-dithiothreitol
at 4°C for reduction and were then assayed for rat colonic mucins by
ELISA as previously described. The secretion of MUC5AC from
HT29-MTX cells was measured by ELISA (42) using the primary
monoclonal antibody 45M1 (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz,
CA). This monoclonal antibody recognizes the peptide core of gastric
mucin M1 identified as MUC5AC (4). Porcine gastric mucin, which
has been previously shown to react strongly with anti-human gastric
monoclonal 45M1 antibody (23), was treated in the same way to
obtain a mucin standard curve. The amount of mucin secreted from
the rat colon was expressed as micrograms of mucin per milligram of
tissue DNA. DNA content was determined according to the fluoro-
metric method of Hinegardner (21). Samples of luminal stimulants
were assayed to check for the absence of interference in the ELISA.

Enzyme-linked lectin assay for mucins from cell culture media. An
enzyme-linked lectin assay (ELLA) was used to measure mucin-like
glycoprotein secretion as previously described (42). Briefly, wells of
a microtiter plate were coated with samples diluted in sodium car-
bonate buffer (0.5 M, pH 9.6) and incubated overnight at 4°C. Plates
were then washed with PBS containing 0.1% Tween (pH 7) and
blocked with 2% BSA in PBS-Tween for 1 h at 37°C. After samples
were washed five times, biotinylated wheat germ agglutinin (Vector
Laboratories; Burlingame, CA) in PBS-Tween-BSA was added, and
samples were incubated for 1 h at 37°C. Colorimetric determinations
using avidin-peroxidase conjugate and o-phenylenediamine dihydro-
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chloride solution were performed at 492 nm with a micro-ELISA plate
reader.

The mucin-like glycoprotein content of samples was determined
from standard curves prepared from HT29-MTX mucins isolated from
75-cm2 flasks and purified by ultracentrifugation as described previ-
ously (33). The amount of glycoprotein secreted in the incubation
medium was expressed as nanograms of mucin-like glycoprotein per
106 cells, and results are given as percentages of controls.

Statistical analysis. All results are expressed as means � SE.
One-way ANOVA with Tukey-Kramer multiple-comparison post test
and the Mann-Whitney U-test or Mann-Whitney test alone for single
comparisons was performed using GraphPad Prism version 3.0 for
Windows (Graphpad software; San Diego, CA). The level of signif-
icance was set at P � 0.05.

RESULTS

Intracolonic leptin increases mucus secretion. In the control
rat colon, a spontaneous increase in the amount of mucus was
observed after 30 min, with mucus levels remaining stable
between 60 and 180 min (Fig. 1A). Luminal perfusion with 100
nM leptin induced a rapid increase in mucus secretion (over the
course of 30 min) with mucus levels reaching four times those
of the control (P � 0.05). This leptin stimulation of mucus
remained large (2.5 and 3.3 times the basal values) after 180
min of leptin perfusion. In these conditions, 1 mM iv carbachol
also induced an increase in colonic mucin secretion, but this
difference was not statistical significant from that induced by
luminal leptin (1,873 � 408 vs. 1,207 � 365 �g/mg DNA).
This effect of leptin was dose dependent (Fig. 1B) with a
maximal response observed with 10 nM leptin (1,922 � 317
vs. 545 � 80 �g/mg DNA in controls) and an EC50 value of
0.8 nmol/l. Intravenous leptin (5 nM) also increased mucus
secretion compared with intracolonic administration (2,159 �
211 vs. 1,144 � 261 �g/mg DNA, P � 0.05).

Luminal leptin induces the discharge of mucus cells and
increases rMuc2 mRNA levels. We carried out histological
studies on colon mucosa sections from control- and leptin-
treated colon mucosa of anesthetized rats. Goblet cells in the
crypt epithelium were recognized by densely stained mucus
granules that filled the apical cytoplasm. As shown in Fig. 2A,
goblet cells of the rat colon 60 min after the intraluminal
perfusion of 1 nM leptin have released their mucus granules.
There were also large mucus materials in the crypt lumen.
Under these conditions, we found that rMuc2 mRNA levels
were twice those of the control after 60 min of treatment with
10 nM leptin compared with controls (Fig. 2B).

Abnormal high mucus-filled goblet cells in the colon of
ob/ob mice. We also analyzed goblet cell morphology by
histological studies of the colon of leptin-deficient ob/ob mice
(Fig. 3). Far more mucus-filled goblet cells were observed in
the mucosa of leptin-deficient ob/ob mice than in lean litter-
mate mice. A very thick mucus gel also covered the epithelium
of leptin-deficient ob/ob mice. Taken together, these data
suggest that goblet cell function is critically dependent on
active leptin.

Leptin-immunoreactive protein is detected in colon luminal
content. Leptin-immunoreactive (IR) protein was detected in
the colon lumen of untreated rats (Fig. 4). A trend toward a
decrease was observed in leptin levels in the colon lumen of
fasted compared with normally fed rats (Fig. 4, inset), but it did
not reach statistical significance (2.1 � 0.5 vs. 2.75. � 0.6 ng
leptin/ml, not significant). The levels of circulating leptin were

significantly reduced by 40% in fasted compared with normally
fed rats. The elution profile of the pooled samples (Fig. 4)
obtained after size exclusion chromatography exhibited a lep-
tin-IR peak that eluted at the expected molecular mass of
16-kDa leptin.

Intracolonic leptin increases goblet cell mucin content with-
out damaging the mucosa. In another series of experiments,
leptin was injected intrarectally into rats that were killed 24 h
later. No significant changes were observed in food intake,
body weight, or colon length (data not shown). Moreover,
tissue-associated MPO activity, an index of neutrophil accu-
mulation, did not change in leptin-treated compared with

Fig. 1. Intracolonic leptin increases mucus secretion in the rat colon. A:
time-course effect of leptin on mucus secretion. After a period of stabilization,
Krebs-Ringer buffer (KRB) alone [control (CTRL)] or 100 nmol/l leptin in
KRB was perfused intraluminally in the colon of anesthetized rats during
different time periods. Mucus release was collected over each time period and
quantified by ELISA as described. Each time period of mucus release was
determined separately. As a positive control, the effect of an intravenous
injection of 1 mmol/l carbachol on mucus secretion was determined over the
180-min period. *P � 0.05 and **P � 0.01 vs. the control. B: dose-response
curve for luminal leptin stimulation of mucus secretion in the rat colon in vivo.
Mucus secretion was determined as noncumulative responses to different
concentrations of leptin after a 60-min luminal perfusion. Data are expressed
as mucus secretion in micrograms per milligram of DNA and are means � SE
of 4–8 experiments for each dose of leptin.

G807LEPTIN IS A COLON MUCOSECRETAGOGUE

AJP-Gastrointest Liver Physiol • VOL 290 • APRIL 2006 • www.ajpgi.org

 on S
eptem

ber 19, 2007 
ajpgi.physiology.org

D
ow

nloaded from
 

http://ajpgi.physiology.org


control rats (1.79 � 0.13 U �mg protein�1 �min�1 for 100 nM
leptin vs. 1.52 � 0.73 U �mg protein�1 �min�1 for controls).
Furthermore, no change in the architecture of the colonic
mucosa was observed for up to 100 nM leptin. Numbers of
stained mucus cells were higher than those in controls, indi-
cating that leptin replenishes cells by increasing mucin synthe-
sis (Fig. 5). These data indicate that leptin at doses that do not
damage the colonic mucosa increased mucin in goblet cells.

Fig. 3. A deficiency in leptin alters the regulation of colonic mucin in mice.
Leptin-deficient ob/ob mice had abnormal high mucus-filled goblet cells.
Sections (4 �m) of the colonic mucosa were stained with the periodic
acid-Schiff reaction to revealed goblet cells.

Fig. 4. Leptin-immunoreactive (IR) protein detected in the rat colon lumen.
Shown is the size exclusion profile of pooled luminal content samples from the
rat colon. The luminal juice content was fractionated on a Superdex 200
(16/60) column. Leptin was determined in each eluted fraction by a RIA. The
peak corresponded to 16-kDa leptin. Inset: means � SE of leptin-IR protein
detected in collected luminal contents from the colon and in plasma samples of
nonfasted (n � 7) and 16-h fasted (n � 8) rats. **P � 0.01 vs. nonfasted rats.

Fig. 2. Luminal leptin decreases goblet cell mucus granules and increases rat
mucin 2 (rMuc2) mRNA in the rat colon. A: histology. Colonic loops were
perfused with KRB alone or with leptin in KRB for 60 min. Sections (4 �m)
of the colonic mucosa were stained with alcian blue followed by the periodic
acid-Schiff reaction to revealed goblet cells. In the control colonic mucosa
(left), goblet cells with densely stained granules can be observed along the
length of the crypt. In the luminal leptin (1 nM)-treated colon mucosa (right),
the number of stained mucus cells was decreased, the crypt lumen was
expanded, and the release of mucus can be seen from a goblet cell. B: rMuc2
mRNA levels in the rat colon after a 60-min luminal leptin perfusion. rMuc2
was analyzed by quantitative RT-PCR with cyclophilin A as an internal
control. The expression of rMuc2 was normalized to the cyclophilin A mRNA
level in each sample. Results are presented as fold increases of the untreated
control (means � SE). *P � 0.05 vs. the control.
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Mechanisms of action. We tried to identify the intracellular
pathways involved in the action of leptin using human
colonic HT29-MTX mucinlike glycoprotein-secreting cells
(26). In these cells, a 246-bp amplicon was amplified by
RT-PCR (Fig. 6A, inset). The cDNA was sequenced and
found to be 100% identical to the human Ob-Rb cDNA
sequence. We also investigated whether the induction of
mucin discharge by leptin was consistent with the expres-
sion of Ob-R on HT29-MTX cells. Carbachol (1 mM)
elicited a strong exocytotic response in HT29-MTX cells
(Fig. 6A). Leptin also induced the dose-dependent secretion
of a mucin-like glycoprotein (Fig. 6A) with a maximal

response (�85% � 18% above control, P � 0.05) being
achieved with 1 nM leptin. No further increased was ob-
served with 10 nM leptin. We also showed that 10 nmol/l
leptin induced a specific increase in MUC5AC secretion
(�60 � 8% above control, P � 0.05).

Finally, the PKC inhibitors Gö-6976 or Ro-31-8220 signif-
icantly inhibited leptin-mediated mucin-like glycoprotein se-
cretion in HT29-MTX cells (Fig. 6B). This blockade of leptin
stimulation also occurred with the phosphatidylinositol 3-ki-
nase (PI3K) inhibitor LY-294002. The concentrations of PKC
inhibitors and PI3K inhibitor used had no effect on mucin
secretion.

Fig. 5. Intracolonic leptin increases mucin
content without damaging the rat colon mu-
cosa. The histology of the rat distal colon
24 h after an injection of PBS (CTRL) or 10
or 100 nM recombinant mouse leptin directly
in the colonic lumen is shown. Sections (4
�m) of the colonic mucosa were stained with
alcian blue and the periodic acid-Schiff re-
action to revealed goblet cells.
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DISCUSSION

We demonstrate here for the first time that leptin, and gut
leptin in particular, stimulates colonic mucus secretion, prob-
ably through the activation of PKC- and PI3K-dependent
pathways. This finding is consistent with the results of our
previous studies (8, 9, 13, 18) showing that gut leptin regulates
intestinal functions. Moreover, it outlines a new function for
leptin in the gastrointestinal tract.

Gastrointestinal mucus is composed of secretory mucins of
the mucin family. Four members of this family are generally
thought to be able to form mucus gels: MUC2, MUC5AC,
MUC5B, and MUC6. These mucins have distinct expression
patterns along the human gastrointestinal tract. The normal
stomach mucosa is characterized by the production of
MUC5AC, primarily by surface epithelial mucus cells, and
MUC6 by gastric glands. The epithelium of the small and large
intestine contains characteristic goblet cells that produce
MUC2. This mucin is the predominant secretory mucin in the
healthy colon of humans, rats, and mice (43). Goblet cells
secrete mucin via an unregulated constitutive pathway that is
dependent on the continuous movement of mucin granules
from the Golgi apparatus to the apex of the cell and by a
regulated process dependent on the sudden release of mucin
from granules. This regulatory process is controlled by a wide
variety of stimuli, including nerve activation and inflammatory
mediators (6, 31, 33). In this study, we clearly demonstrated
that leptin is one of these stimuli. Indeed, luminal leptin at
physiological concentrations markedly increased mucus secre-
tion in the colon and rMuc2 mRNA levels. Thus leptin acti-
vates mucus secretion and helps to reconstitute the intracellular
store of goblet cells by increasing mucin gene expression. Yet,
this has to be clearly demonstrated. Circulating leptin, which is
mostly produced by adipocytes in vivo (45), also increases the
secretion of colonic mucus. The stimulation of mucus secretion
in response to luminal or systemic leptin administration is
consistent with the expression of the Ob-R on both apical and
basolateral colonic cell membranes (2).

Interestingly, we found that the colon of leptin-deficient
ob/ob mice contains an abnormally dense population of stained
mucus cells, shown by comparison to lean littermates. This
indicates that active leptin is essential for the maintenance of
the balance of mucus secretion, synthesis, and storage by
goblet cells. Only two reports have been concerned with the
effect of leptin on mucus secretion. One study (37) has shown
that leptin prevents the decrease in mucin synthesis induced by
the lipopolysaccharide of P. gingivalis. The other study (1) has
demonstrated that systemic administration of a high dose of
leptin increases gastric mucus secretion and injury susceptibil-
ity. In this report, we demonstrated that exogenous adminis-
tration of leptin (up to 100 nM) in the colon lumen did not
induce colon mucosa damage but did increase mucin storage in
goblet cells. However, this finding is not consistent with data
showing that leptin enemas lead to colon mucosal injury (36).
This discrepancy between our results and those published
previously results (36) may be partly due to differences in the
animal models and/or doses of leptin used. Indeed, the dose
used in that study was 1,000 times higher than the one used
here. We conclude that locally administered leptin, at a dose
causing no damage to the mucosa wall, is a potent colon
mucosecretagogue. Moreover, leptin-IR protein was detected
in luminal contents from the colon at a concentration of 0.3
nmol/l, which is compatible with the activation of Ob-R. This
finding, along with previous data reporting the expression of
Ob-R on the apical side of colonocytes (2), argues for a luminal
action of leptin on mucus production from colonic goblet cells.

What is the physiological relevance of these findings? Mu-
cus is secreted into the lumen from intestinal goblets cells.
Mucus forms a gel layer that covers the mucosal surface of the
intestinal tract, acting as a semipermeable barrier between the

Fig. 6. Human mucus-secreting HT29-MTX cells are responsive to leptin
through phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)- and protein kinase C (PKC)-
dependent pathways. A: dose-response curve for leptin stimulation of mucin
glycoprotein secretion in HT29-MTX cells. After 24 h of serum starvation,
cells were incubated without (E; control) or with leptin (F; 0.01–10 nM) or
carbachol (ø; 1 mM) at 37°C for 60 min. Amount of mucin glycoproteins in
culture media were measured by enzyme-linked leptin assay using biotinylated
wheat germ agglutinin. Data are expressed as mucin glycoprotein secretion as
a percentage of control. Each point represents the mean � SE of 3–4
experiments performed in triplicate. Samples of media were also collected after
incubation with leptin (10 nmol/l) for specific determination of MUC5AC
secretion. *P � 0.05 vs. the control. Inset, RT-PCR of the leptin receptor
(Ob-Rb) from total RNA extracted from cells. Lane 1, DNA marker; lane 2,
parental HT29 cells; lanes 3 and 4, HT29-MTX cells. The 246-bp amplicon
(arrow) corresponds to human Ob-Rb. HT29-MTX cells were preincubated for
30 min with inhibitors of PKC [Gö-6976 (1 �M) and Ro-31-8220 (1 �mM)]
or PI3K [LY-294002 (10 �M)] either alone or in association with 10 nmol/l
leptin. Mucin secretion was determined as above. Each point represents the
mean � SE of 3 experiments performed in triplicate. *P � 0.05 vs. the control.
#P � 0.05 vs. the leptin.
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lumen and epithelium. The stability of this mucus layer is
essential for the preservation of the integrity of the intestinal
epithelium, and any breakdown of this protection may lead to
mucosal injury. It has been shown that leptin can reduce
colonic injury caused by exposure to acetic acid (5, 11). This
is close to those data showing that leptin has gastroprotective
effects, accelerating the healing of ethanol-induced gastric
ulcers (14, 24). Interestingly, one study (36) reported that, in
humans with ulcerative colitis, colonic epithelial cells in the
inflamed zone are leptin IR, whereas normal colon epithelial
cells are not. In this context, our finding that leptin is present
in significant amounts in the lumen and rapidly increases the
production/secretion of the major secreted mucin in the intes-
tine, rMuc2, might have physiological implications in the
protection of the colonic mucosa. However, this remains to be
clearly demonstrated by future studies. We also found that
ob/ob mice had high mucin levels in their colonic mucosa. This
is in line with the finding that ob/ob mice are resistant to the
induction of experimental colonic inflammation and that the
replacement of leptin renders ob/ob mice susceptible to disease
(34). The mechanisms responsible for such an action largely
involved the T cell activation capacity of leptin. Thus we
speculate that the mucus layer may increase the ability of the
colon of ob/ob mice to cope with aggressive factors, thereby
contributing to the resistance of these mice to the induction of
colitis. Such an involvement of leptin to pathophysiology
mechanisms remains to be investigated.

In this study, the data in the rat have been extended to the
human mucin-secreting goblet-like HT29-MTX cell line (26)
in vitro. We found that leptin is able to stimulate the secretion
of mucin glycoproteins from these cells expressing the func-
tional Ob-R. Ob-R can activate various intracellular pathways,
including the PKC and PI3K (40) pathways. This is consistent
with previous data showing that leptin activates PI3K (20) and
that the PI3K inhibitor wortmannin prevents leptin from over-
coming the lipopolysaccharide-induced inhibition of mucin
synthesis (37). Here, we observed that inhibition of conven-
tional PKC isoforms prevented leptin-induced mucin, but this
does not exclude the possible involvement of other isoforms
(22). Similarly, pharmacological inhibition of PI3K activity
prevents the leptin stimulation of mucin secretion. Further
work is required to unravel the intracellular mechanisms in-
volved, but our data suggest that leptin-mediated mucin exo-
cytosis requires the activation of PI3K- and PKC-dependent
pathways.

In conclusion, this study demonstrates that leptin acting
from the luminal side is a powerful colonic secretagogue,
probably through the Ob-R coupled with the activation of PKC
and PI3K. We also obtained evidence suggesting that leptin
increases the production of the major mucin secreted in the
intestine, rMuc2. Finally, the responsiveness of human mucus-
secreting HT29-MTX cells to leptin suggests that our findings
may be relevant to human intestinal physiology. Further stud-
ies are needed to define the relevance of these findings to the
pathophysiology of the gastrointestinal tract.
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La leptine module l’expression des mucines gastrointestinales dans les 
cellules épithéliales coliques via les voies de signalisation de PKC, PI3K et 

MAPK  
 

Résumé : 

 

Les mucines jouent un rôle essentiel dans la protection et la réparation de la muqueuse gastro-

intestinale. Nous avons récemment montré que la leptine luminale stimule fortement la 

sécrétion de mucine in vivo chez le rat. Dans la présente étude, nous avons émis l'hypothèse 

que la leptine pouvait agir directement sur les cellules en gobelet et induire l'expression de 

mucines dans des lignées coliques mucosécrétante de rat et d’homme (DHE et HT29-MTX). 

L'effet endoluminal de la leptine a également été étudié in vivo dans le modèle d’anse colique 

de rat perfusée in situ.  

 

La présence des récepteurs de la leptine a été démontrée dans les deux lignées utilisées par 

Western Blot et RT-PCR. Dans la lignée DHE, la leptine (0.01-10 nmol/L, 60 minutes) a 

augmenté la sécrétion des mucines (210 +/- 3 par rapport au contrôle) et l'expression de 

rMuc2, rMuc3 et rMuc4 (2 fois le niveau de base) d’une facon dose-dépendante. L’expression 

de rMuc1 et de rMuc5AC n’était pas modifiée. La perfusion luminale de la leptine (60-min, 

0.1-100 nmol /L) dans le côlon de rat a également augmenté le niveau des transcrits de 

rMuc2, rMuc3 et rMuc4 mais pas de rMuc1.  

 

Dans la lignée humaine HT29-MTX, la leptine (0.01-10 nmol/L, 60 minutes) a augmenté le 

niveau des trancrits codant MUC2, MUC4 et MUC5AC de facon dose-dépendante. Ces effets 

ont été abolis par le traitement préalable des cellules avec un triple mutant de la leptine 

L39A/D40A/F41A qui agit en tant qu'antagoniste des récepteurs de la leptine. Les 

expériences d'inhibition des voies de signalisation suggèrent que la leptine augmente 

l'expression des mucines via les voies de la PKC, de la PI3-kinase et des MAPK mais pas la 

voie JAK/STAT.  

En conclusion, la leptine peut contribuer de manière significative à la production des mucines 

membranaires et sécrétées par l'intermédiaire d'une stimulation directe des cellules 

épithéliales du côlon et par l'activation de ces récepteurs. Ces données sont en accord avec un 

nouveau rôle de la leptine dans le contrôle de la fonction de la barrière intestinale.  
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El Homsi M, Ducroc R, Claustre J, Jourdan G, Gertler A,
Estienne M, Bado A, Scoazec J-Y, Plaisancié P. Leptin modulates
the expression of secreted and membrane-associated mucins in co-
lonic epithelial cells by targeting PKC, PI3K, and MAPK pathways.
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 293: G365–G373, 2007. First
published May 10, 2007; doi:10.1152/ajpgi.00091.2007.—Mucins
play an essential role in the protection and repair of gastrointestinal
mucosa. We recently showed that luminal leptin strongly stimulated
mucin secretion in vivo in rat colon. In the present study, we
challenged the hypothesis that leptin may act directly on goblet cells
to induce mucin expression in rat and human intestinal mucin-
producing cells (DHE and HT29-MTX). The endoluminal effect of
leptin was also studied in vivo in rat perfused colon model. The
presence of leptin receptors was demonstrated in the two cell lines by
Western blot and RT-PCR. In rat DHE cells, leptin (0.01–10 nmol/l,
60 min) dose dependently increased the secretion of mucins (210 �
3% of controls) and the expression of Muc2, Muc3, and Muc4
(twofold basal level) but not of Muc1 and Muc5AC. Luminal perfu-
sion of leptin (60 min, 0.1–100 nmol/l) in rat colon also increased the
mRNA level of Muc2, Muc3, and Muc4 but not of Muc1. In human
HT29-MTX cells, leptin (0.01–10 nmol/l, 60 min) dose dependently
enhanced MUC2, MUC5AC, and MUC4 mRNA levels. These effects
were prevented by pretreatment of cells with the leptin mutein
L39A/D40A/F41A, which acts as a receptor antagonist. Finally,
pathway inhibition experiments suggest that leptin increased mucin
expression by activating PKC-, phosphatidyl inositol 3-kinase-, and
MAPK-dependent pathways but not the JAK/STAT pathway. In
conclusion, leptin may contribute significantly to membrane-associ-
ated and secreted mucin production via a direct stimulation of colonic
epithelial cells and the activation of leptin receptors. These data are
consistent with a role for leptin in regulation of the intestinal barrier
function.

Muc2; Muc3; Muc4; MUC5AC; mucus; intestinal barrier; phosphati-
dylinositol 3-kinase

THE INTESTINAL MUCOSA REPRESENTS an active defense barrier
against harmful conditions present in the intestinal lumen.
Protection against damaging agents is conferred by the epithe-
lial layer itself and by factors such as peristalsis, intestinal
proteolysis, intestinal microbiota, and mucus. The mucus coat
plays a central role in the protection from mechanical insults,
colonization by pathogenic bacteria and their toxins, luminal
proteases arising from bacterial and mucosal cells, and poten-
tial carcinogens. The viscoelastic properties of mucus are

mainly determined by the presence of mucins, which are
high-molecular-weight proteins extensively O-glycosylated.
To date, 20 different mucins (MUC) have been identified in
humans and divided into two main classes: secreted and cell
surface-associated mucins (34). Secreted gel-forming mucins
include MUC2, MUC5AC, MUC5B, and MUC6, which are
encoded by a cluster of genes on chromosome 11p15.5 in
humans (34). Each of these mucins has a characteristic organ-
and cell type-specific distribution. Thus colonic mucus is
mainly composed of MUC2 that is produced by epithelial
goblet cells, and alterations in expression of this mucin have
been reported in patients with Crohn’s disease, ulcerative
colitis, and colonic neoplasia (8, 35, 36). As in humans, the
major mucins produced in rodent gut are Muc2, Muc3, and
Muc4. Interestingly, it has been demonstrated that mice genet-
ically deficient in Muc2 spontaneously develop colitis and
colorectal cancer (45, 46), thus highlighting the importance of
this secreted mucin in the maintenance of colonic integrity.
Recently, the membrane-associated mucins also have received
increasing attention for their role in the protection of epithelia
(39). In the gut, prominent membrane-associated mucins are
MUC1, MUC3, and MUC4 (22), which are detectable both in
goblet cells and in enterocytes, providing a static external
barrier that can limit direct access of pathogens. It is interesting
to note that Muc3 is upregulated during intestinal infection
(37), and several studies also provided a link between rare
alleles of MUC3 and inflammatory bowel diseases (24, 25),
thus suggesting that MUC3 is involved in the mucosal epithe-
lial response to inflammation. Because secreted mucins in
association with the membrane-bound mucins act as a physi-
cochemical barrier for the protection of the epithelial cell
surface, it may be speculated that any quantitative change in
their production may modify the intestinal barrier function and
have important physiological implications.

A new role in the defense of the intestine also emerges for
enterocytes as sentinels against epithelial aggression and dam-
age. Indeed, it has been demonstrated that intestinal epithelial
cells secrete numerous regulating agents including cytokines
such as Il-1�, Il-6, Il-7, Il-10, Il-15, Il-18, and interferons that
will lead to the activation and recruitment of immune cells
involved in defense mechanisms and functions (41). Interest-
ingly, a recent study reported that, in patients with ulcerative
colitis, colonic epithelial cells in the inflamed zone were leptin
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immunoreactive and the luminal leptin concentration during
inflammation was over 15-fold higher than in normal colonic
lumen (40). In some other aspects, the expression of leptin
receptors, which have been demonstrated on human and rat
colonic epithelial cell membranes (5, 18), suggests that leptin
may play an important role in colonic epithelial functions. In
line with the presence of leptin receptors in colonic cells, we
recently demonstrated that luminally or systemically injected
leptin induced a strong discharge of mucin in vivo in rat colon
(33). However, it is unknown whether leptin may also directly
modulate the expression of various colonic mucin genes.

The present study was thus undertaken to evaluate the direct
effect of leptin on the expression of secreted and membrane-
associated mucins. For this purpose, we used rat and human
intestinal mucus-secreting cell lines as models to avoid inter-
ference of the nervous system and immune resident cells.
These cell lines exhibit the characteristics of mucin-producing
cells and provide reliable tools for the study of regulation of
gastrointestinal mucin expression and secretion (26, 33, 48).
To mimic the presence of luminal leptin, the endoluminal
effect of leptin on mucin expression was studied in vivo in a rat
perfused colon model.

MATERIAL AND METHODS

Materials

Media and reagents (DMEM, penicillin/streptomycin, trypsin),
Trizol, RT-PCR reagents and enzymes, and distilled RNase-free water
were obtained from Invitrogen (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Culture flasks and plates were from Becton Dickinson Labware
(Franklin Lakes, NJ). The FastStart DNA Master SYBRgreen I kit
was from Roche Diagnostics (Meylan, France). The leptin antagonist
(human leptin mutein D39A/l40A/F41A) (30) was from A. Gertler
(Jerusalem, Israel). The biotinylated wheat germ agglutinin, the bio-
tinylated goat anti-rabbit antibody, and the avidin/biotinylated perox-
idase complex (Vectastain Elite ABC reagent) were provided by
Vector Laboratories (Burlingame, CA). The recombinant murine
leptin was from Abcys (Paris, France). Microtiter plates (NUNC-
Immunoplate) were obtained from Polylabo (Paul Block, Strasbourg,
France). Other reagents were provided by Sigma (St. Louis, MO).

Cell Culture

The DHE cell line, a previously described mucin producing rat
colon adenocarcinoma cell line (44), was a generous gift of Pr. F.
Martin (INSERM U517, Dijon, France). HT29-MTX, a human colon
carcinoma derived mucin-secreting goblet cell line, was provided by
Dr. Thecla Lesuffleur (26). The two cell lines were grown in 25-cm2

plastic culture flasks in DMEM supplemented with 10% FBS and 100
mg/ml penicillin-streptomycin at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in a
humidified incubator. Medium was replaced every 2 days.

To study the effect of leptin, cells were seeded in 12-well culture
plates. Experiments were performed 3 days (DHE cells) or 21 days
(HT29-MTX cells) after cells reached confluency. At 24 h before the
studies, the culture medium was replaced by serum-free medium to
eliminate any interference from extraneous proteins or hormones. The
experimental protocol was then the following: the serum-free medium
was removed and the monolayer cultures of DHE or HT29-MTX were
washed twice with PBS (37°C). Serum-free medium with or without
leptin was added to the cells and incubated at 37°C for 60 min in a
humidified atmosphere. Cellular signaling pathway blockade was
performed by preincubating the cells with a leptin antagonist or with
inhibitors of the JAK/STAT, MAPK, PKC, and phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) pathways for 10 min before leptin addition. The
supernatants were then collected, frozen, and stored at �20°C. Cells

were processed with trypsin. The cell number per well was determined
and total RNA was isolated. All experiments were performed at least
three times in triplicate.

Anesthetized Rat Perfused Colon

Male Wistar rats weighing 220–240 g (Charles River Laboratories,
L’Arbresle, France) were caged under standard laboratory conditions
with tap water and regular food provided ad libitum, in a 12:12-h
light-dark cycle at a temperature of 21–23°C. The animals were
treated in accordance with European Community guidelines concern-
ing the care and use of laboratory animals. The animal studies were
performed under license from the veterinary department of Paris,
France (to A. Bado and R. Ducroc, authorization no. 75-955 of
September 22, 2004 and no. 75-174 of October 9, 2003, respectively;
agreement no. B75-18-02; decision no. 05/12 established on July 12,
2005 by Préfecture de Police de Paris, France).

Before experiments, rats were fasted 16 h in mesh-wire cages to
avoid coprophagia with water ad libitum and then anesthetized with
ethylurethane (1.2 g/kg, intramuscular) (Prolabo, Paris, France). An
inflow cannula was inserted 1 cm below the cecum and the outflow
cannula was set up at a distance of 1 cm above the rectum. The colonic
segment was flushed with saline solution prewarmed to 37°C to
remove residual intestinal contents. Then it was continuously perfused
at a rate of 1 ml/15 min (Minipuls 2; Gilson, Paris, France) with a
Krebs-Ringer buffer (pH 7.5) containing (in mmol/l): 120 NaCl, 4.5
KCl, 0.5 MgCl2, 0.7 Na2HPO4, 1.5 NaH2PO4, 15 NaHCO3, 1.2
CaCl2, and 10 glucose. After a 30-min stabilization period, vehicle
(control) or recombinant murine leptin (0.1–100 nmol/l) in Krebs-
Ringer buffer was perfused for 60 min. At the end of the period, the
empty colonic loops were divided into small segments. One part of
colon tissues was stored at �80°C until determination of DNA
content. The other part of the colonic tissues was used for total RNA
extraction and for quantification of Muc1, Muc2, Muc3, and Muc4
mRNA by RT-PCR.

RT-PCR of Mucins, Leptin Receptors, and Cyclophilin

Briefly, total RNA were extracted from rat colon, DHE, or HT29-
MTX cells by using Trizol according to the manufacturer’s instruc-
tions and were reverse-transcribed into cDNA as previously described
(48). cDNAs were amplified by PCR with primer sequences previ-
ously published: Muc1–Muc5AC (20, 28, 43, 44, 47, 48), MUC1–
MUC5AC (16, 48), and leptin receptors (17, 18, 42). The housekeep-
ing gene cyclophilin was amplified as a reference gene (48).

PCR was performed under the thermocycling conditions as fol-
lows: 2-min initial denaturation at 94°C, 30-s denaturation at 94°C,
1-min annealing at 60°C and 1-min extension at 72°C. The last
amplification was followed by a final 10-min elongation step at 72°C.
PCR products were analyzed by electrophoresis in 2% agarose gel in
the presence of ethidium bromide. The number of cycles was chosen
to fall into the exponential phase of amplification. The identity of PCR
products was confirmed by sequencing the amplicons (BIOFIDAL,
Vaulx en Velin, France). For semiquantitative analysis of mucin
mRNA expression, gels were visualized and pixelized with the
“Image System” (Quantum Appligene, Pleasanton, CA) and densito-
metrically analyzed with Scion Image version 4.0.2.

Real-Time PCR

Real-time PCR measures were performed with the real-time fluo-
rescence-detection method (Roche Diagnostics, Meylan, France), us-
ing the LightCycler System with a FastStart DNA Master SYBRgreen
I kit. Primer sequences were previously published (48). Reaction
mixture contained MgCl2 (80 nmol), forward and reverse primers
(8.12 pmol), and 2 �l of LightCycler Fast Start DNA Master
SYBRgreen I mix in a volume of 10 �l. The reaction mixture was
distributed into precooled capillaries, and diluted (1/10) cDNA or
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purified and quantified cloned plasmid DNA for mucin (construction
of a standard curve) in a volume of 10 �l was added as PCR template.
The cycling conditions were as follows: initial denaturation at 95°C
for 10 min, followed by 40 amplification cycles at 95°C for 10 s, a
touch-down (0.5° per cycle) annealing from 68 to 60°C for 8 s, and
elongation at 72°C for 6 s. Real-time monitoring was achieved by
measuring the fluorescence at the end of the elongation phase. After
cycling, melting curves of the PCR products were acquired by cooling
and maintaining samples at 65°C for 15 s and then by increasing the
temperature stepwise from 65 to 98°C.

ELLA

An enzyme-linked lectin assay (ELLA) was used to measure
mucinlike glycoprotein secretion as previously described (44).
Briefly, wells of a microtiter plate were coated with sample diluted in
sodium carbonate buffer (0.5 M, pH 9.6) and incubated overnight at
4°C. The plates were then washed with PBS containing 0.1% Tween
(PBS-Tween, pH 7) and blocked with 2% BSA in PBS-Tween for 1 h
at 37°C. After washing five times, biotinylated wheat germ agglutinin
in PBS-Tween-BSA was added and the samples were incubated for
1 h at 37°C. Colorimetric determinations using avidin-peroxidase
conjugate and o-phenylenediamine dihydrochloride solution were
performed at 492 nm with a micro-ELISA plate reader. Mucinlike
glycoprotein content of samples was determined from standard curves
prepared from DHE or HT29-MTX mucins isolated from 75-cm2

flasks and purified by ultracentrifugation as described previously (10).
The amount of mucinlike glycoprotein secreted in the incubation
medium was expressed as nanograms of mucinlike glycoprotein per
106 cells, and the results were given as percent of controls.

ELISA for Rat Mucins

The secretion of Muc2 by the DHE cells was measured by an
ELISA using the H-300 (sc-15334) primary polyclonal antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), as previously described
(48). Samples were incubated for 24 h at 37°C in a 96-well plate.

Plates were then washed three times with PBS containing 0.1% Tween
and blocked with 2% BSA in PBS-Tween for 1 h. They were then
washed again and incubated with 50 �l of the rabbit primary poly-
clonal antibody (1:100) for 1 h. The wells were then incubated with
100 �l of biotinylated goat anti-rabbit IgG conjugate (1:10,000) for
1 h. After three washes, 100 �l of avidin-peroxidase conjugate were
added and plates were processed as described for the ELLA. Muc2
content of samples was determined from standard curves prepared
from purified rat intestinal mucin. The results were given as percent of
controls.

Protein Preparation and Western Analysis of Leptin Receptors

DHE, HT29-MTX, and parental HT29 (HT29p) cells were lysed in
lysis buffer containing 1% Triton X-100, 50 mM HEPES (pH 7.5),
150 mM NaCl, 2 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 100 units/ml aprotinin,
20 �M leupeptin, and 0.2 mg/ml PMSF. An aliquot of each lysate
containing 300 mg of protein as determined by the Bradford method
was resolved on a 10% SDS-polyacrylamide gel. The proteins were
transferred to Protran nitrocellulose transfer membranes (Schleicher
& Schüll, Ecquevilly, France). The filter was blocked and incubated
with a rabbit polyclonal antibody against the leptin receptor Ob-R
(H-300, sc-8325, Santa Cruz Biotechnology). Antibody-antigen com-
plexes were visualized by enhanced chemiluminescence (Amersham),
according to the manufacturer’s instructions. The rabbit polyclonal
anti-Ob-R antibody directed against amino acids 541–840 mapping
within an internal domain of Ob-R of human origin was used for
detection of short and long isoforms of Ob-R of human or rat.

Statistical Analysis

Data were compared by repeated-measures ANOVA, followed by
U-test of Mann-Whitney when appropriate or Mann-Whitney test
alone for single comparisons. Differences with P � 0.05 were con-
sidered significant. Data were analyzed by using Statview 4.57 for
Windows (Abacus Concepts, Berkeley, CA) and are presented as
means � SE.

Fig. 1. Rat intestinal DHE cells express functional leptin
receptors. A(1): evidence for leptin receptors (Ob-Ra and
Ob-Rb) mRNA in DHE cells. Total RNA was extracted
from DHE cells and rat colon and analyzed by RT-PCR
using specific primers for short isoform (Ob-Ra) and long
isoform (Ob-Rb) of leptin receptors. Electrophoretic PCR
gel demonstrating the presence of Ob-Ra and Ob-Rb
transcripts in DHE cells is shown; transcript expression in
rat colon is shown as reference. (2): representative West-
ern blot of leptin receptors in DHE cells and HT29p
colonic cells (positive control). Total protein was isolated
from DHE and HT29p cells, and equal amounts of pro-
teins were subjected to Western blot analysis using an
antibody for the leptin receptors. Note the presence of
immunoreactive bands at expected size indicating expres-
sion of Ob-Ra and Ob-Rb in DHE cells. B: leptin treat-
ment stimulates mucin glycoprotein secretion in DHE rat
colonic epithelial cells. After 24-h serum starvation, cells
were incubated without (control, open bar) or with leptin
(0.01–10 nmol/l, hatched bars) at 37°C for 60 min. The
amount of mucin glycoproteins in culture media was
measured by enzyme-linked lectin assay (ELLA) using
the biotinylated wheat germ agglutinin. The data are
expressed as mucin glycoproteins secretion in percent of
control. Muc2 (shaded bars) was measured by ELISA as
described in MATERIALS AND METHODS. Each point repre-
sents mean � SE of 3–4 experiments performed in trip-
licate. *P � 0.05 vs. control.
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RESULTS

Expression of Leptin Receptor and Effect of Leptin on the
Secretion of Mucins in DHE Cells

To assess the direct effect of leptin on goblet cells and mucin
gene expression, we used the rat intestinal DHE cell line,
which synthesizes and secretes mucins. We first examined the
expression of leptin receptors in DHE cells using RT-PCR.
Predicted PCR products of Ob-Ra (short isoform) and Ob-Rb
(long isoform) were obtained at 347 and 375 bp, respectively,
using specific primers in both rat colon and DHE cells
(Fig. 1A). The identities of the PCR products were confirmed
by DNA sequence analysis. To further confirm the expression
of these receptors, Western blot analysis was performed using
the anti-Ob-R antibody (H-300, Santa Cruz Biotechnology).
This antibody recognizes all isoforms (short and long; namely,
Ob-Ra, b, c, d, and f). Analysis of immunoblots revealed a
dominant 120-kDa protein band in DHE cells (Fig. 1A). This
band corresponds to the long Ob-Rb isoform. In addition,
another band at �90-kDa consistent with the short Ob-Ra
isoform of the receptor was observed. These two bands were
also seen in parental HT29 colonic cells that are known to
express both long and short isoforms and that were used as a
positive control.

To investigate whether a direct effect of leptin on the
induction of mucus secretion was in keeping with the presence
of functional leptin receptor on rat DHE cells, we exposed cell
cultures to leptin (0.01–10 nmol/l) for 60 min. As shown in
Fig. 1B, leptin induced a dose-dependent secretion of mucin-
like glycoprotein with a maximal response achieved with 10
nmol/l leptin (210 � 3% of control, P � 0.05). Using an
ELISA for Muc2, we also found that 10 nmol/l leptin induced
a rise in Muc2 secretion (190 � 8% of control, P � 0.05).

Leptin Stimulates the Expression of Muc2, Muc3, and Muc4
in DHE Cells

To analyze the effect of leptin on the expression of Muc1–
Muc5AC, we cultured the mucin-secreting DHE cells without
or with leptin (10 nmol/l) for 60 min. Total RNA was then
isolated and mucin mRNA levels were analyzed by RT-PCR.
As shown in Fig. 2, addition of leptin to the incubation medium
induced a significant increase in Muc2, Muc3, and Muc4
mRNA levels compared with control cells. In contrast, leptin
did not modify the expression of Muc1 and only induced a
small increase in Muc5AC mRNA level (P � 0.05). RT-PCR
products of cyclophilin A mRNA, used as internal control,
were unaffected by leptin.

The dose-response effect of leptin (0.01–10 nmol/l) on the
expression of Muc2, Muc3, and Muc4 was further evaluated
after 60 min of treatment. RT-PCR analysis using Scion Image
showed that leptin induced a dose-dependant increase in Muc2,
Muc3, and Muc4 mRNA levels compared with controls
(Fig. 3). Since colonic mucus is mainly composed of Muc2, we
performed quantitative RT-PCR to precisely quantify the effect
of leptin on the expression of Muc2 in the DHE cells. The first
significant response was observed with 0.1 nmol/l leptin
(158 � 2% of controls, P � 0.05) and the maximal response
was obtained with 1 nmol/l leptin (189 � 1% of controls,
P � 0.05).

Intracolonic Leptin Increases Muc2, Muc3, and Muc4 Mucin
Gene Expression in Rat in Vivo

To address the relevance of the findings obtained from rat
cultured gobletlike cells, we investigated the effect of leptin on
the expression of secreted and membrane-associated mucins
in vivo in the rat perfused colon model. Luminal perfusion with
0.1–100 nmol/l leptin during 60 min induced a dose-dependant
increase in Muc2, Muc3, and Muc4 mRNA levels, compared
with control. The maximal response was observed with 10
nmol/l leptin for Muc2 and Muc4 (165 � 3 and 187 � 25% of
controls, respectively. P � 0.05) and with 100 nmol/l leptin for
Muc3 (194 � 3% of controls, P � 0.05). In contrast, leptin did
not modify the expression of Muc1. RT-PCR products of
cyclophilin A mRNA, used as internal control, were unaffected
by leptin.

Leptin Stimulates MUC2, MUC4, MUC5AC Expression
in HT29-MTX Cells

Expression of leptin receptors in HT29-MTX cells. Our
study was then extended to HT29-MTX cells, a human colonic
cell line known to synthesize and secrete mucins. In a previous
experiment (33), we showed by RT-PCR that HT29-MTX cells
expressed Ob-Rb receptors, and that leptin increased mucin
secretion in this cell line. Western blot analysis of immunore-
active Ob receptors revealed here a band at �120 kDa and also
another one at 90 kDa, as observed in DHE cells. The tran-
scripts of the leptin receptors Ob-Ra and Ob-Rb were also
evidenced by RT-PCR (Fig. 4).

Fig. 2. Leptin (10 nmol/l) specifically modulates Muc2, Muc3, and Muc4
mRNA expression in the rat intestinal DHE cell line. After overnight serum
starvation, the cells were incubated without (control; CT) or with leptin (L) at
37°C for 60 min. Amplified PCR products were separated by electrophoresis
on a 2% agarose gel stained with ethidium bromide. A: images are represen-
tative of 3 separate experiments performed in triplicate. B: the gels obtained
from semiquantitative RT-PCR were pixelized and densitometrically analyzed
with Scion Image software. Each point represents mean � SE of 3 experiments
performed in triplicate. *P � 0.05 vs. control.
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Leptin increases the expression of mucin genes. RT-PCR
analysis using Scion Image then showed that addition of leptin
(10 nmol/l) to the incubation medium for 60 min induced an
increase in MUC2, MUC4, and MUC5AC mRNA levels com-
pared with controls (Fig. 5A). In contrast, leptin did not modify
the expression of MUC1 and MUC3. RT-PCR products of
cyclophilin A mRNA, used as internal control, were unaffected
by leptin.

The stimulatory effect of leptin on the expression of MUC2,
MUC4, and MUC5AC was dose dependent (Fig. 5B). The
major secreted mucin produced by HT29-MTX cells is
MUC5AC. To precisely quantify the effect of leptin on the
expression of this mucin, we further performed quantitative
RT-PCR. The level of MUC5AC mRNA was increased three-
fold following 60 min of treatment with leptin (10 nmol/l, P �
0.05) (Fig. 6A).

Mechanisms Involved in Leptin-Induced Mucin Expression
in HT29-MTX Cells

The intracellular mechanisms involved in the effect of leptin
were investigated on two mucins: MUC5AC, the main HT29-
MTX secreted mucin, and MUC4, the membrane-associated
mucin. To study whether the leptin receptor was involved in

mucin expression and secretion, HT29-MTX cells were pre-
treated for 10 min at 37°C with the triple mutein of human
leptin (L39A/D40A/F41A, 25 nmol/l) used as an antagonist,
before addition of 1 nmol/l leptin for 60 min. A 25-molar
excess of the mutein was used owing to the fact that both leptin
and leptin mutein exhibit identical affinity toward leptin recep-
tor (30). Such an excess is required to ensure 90–95% occu-
pation of leptin receptor by the latter. Data obtained with
quantitative RT-PCR showed that the effect of leptin on
MUC5AC expression was inhibited by the L39A/D40A/F41A
mutein, while the antagonist alone had no effect on MUC5AC
mRNA level (Fig. 6A). L39A/D40A/F41A mutein also inhib-
ited the rise in MUC4 mRNA level induced by leptin (data not
shown).

As shown in Fig. 6B, the L39A/D40A/F41A mutein blocked
leptin-induced mucinlike glycoprotein secretion. In contrast,
L39A/D40A/F41A mutein alone had no effect on mucin se-
cretion.

To identify the signaling pathways involved in leptin-medi-
ated mucin upregulation, we first studied the effect of a MAPK
kinase inhibitor (U0126, 10 �mol/l) on the mucin mRNA
increase induced by leptin in HT29-MTX cells. The cells were
pretreated for 10 min at 37°C with U0126 before addition of
leptin (1 nmol/l, 60 min). Data obtained with quantitative
RT-PCR showed that the effect of leptin on MUC5AC expres-
sion was completely inhibited by U0126 (Fig. 7). This block-
ade of leptin stimulation also occurred with the PKC inhibitor
Gö6976 (1 �mol/l) and the PI3K inhibitor LY-294002 (10
�mol/l). U0126, Gö6976, and LY-294002 also inhibited the
rise in the MUC4 mRNA level induced by leptin (data not
shown). In contrast, the inhibitor of the JAK/STAT pathway
(AG 490, 50 �mol/l) was without effect on the increased
expression of MUC5AC and MUC4 induced by leptin. The
inhibitors of PKC, PI3K, MAPK, and JAK/STAT pathway,
used alone, had no effect on mucin expression.

DISCUSSION

The colonic mucus layer is an important element of the
protection systems developed at the colonic epithelial cell
level. Recently, we showed that leptin had stimulatory effect
on mucin secretion in vivo in rat colon (33). Here, we dem-
onstrated that leptin increases the expression of secreted mucin
gene as well as membrane-associated mucin gene in rat and
human colonic gobletlike cells and in rat colon in vivo. This
stimulation by leptin is dependent on activation of leptin
receptors present on the goblet cells and on PKC, PI3K, and
MAPK signaling pathways. Taken together, these data suggest

Fig. 3. Leptin dose dependently increases the level of Muc2, Muc3, and Muc4
mRNA in DHE cells. DHE cells were exposed to different concentrations of
leptin for 60 min. Total RNA was isolated and mucin mRNA levels were
analyzed by RT-PCR. The gels obtained from semiquantitative RT-PCR were
pixelized and densitometrically analyzed with Scion Image software. Each
point represents mean � SE of 3 experiments performed in triplicate. *P �
0.05 vs. control.

Fig. 4. Evidence for leptin receptors (Ob-Ra and
Ob-Rb) mRNA in HT-29-MTX cells. A: electro-
phoretic PCR gels demonstrating the presence of
leptin receptor transcripts in HT29-MTX cells.
Transcript expression in parental HT29 is shown as
reference. B: Western blot analysis of the leptin
receptor isoforms.
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that leptin controls mucin gene expression and may promote
protection during colonic injury.

Leptin, a 146-amino acid peptide hormone produced primar-
ily by adipocytes, is considered to play a key role in the
regulation of food intake, energy expenditure, and body weight
homeostasis (15). Leptin expression has also been identified in

other tissues, including the fundic epithelium of the stomach
(27). Leptin is present in the gastric juice, bound to a protein
corresponding to the extracellular domain of the leptin receptor
(soluble receptor) that allows leptin to cope with the harsh
conditions of the gastric juice (9). Thereafter, leptin enters the
intestine, where it regulates nutrient absorption (7, 13). On the
other hand, leptin is considered, both structurally and function-

Fig. 6. Human mucus-secreting HT29-MTX cells are responsive to leptin
through an Ob-R-dependent pathway. A: effect of the L39A/D40A/F41A
mutein (leptin antagonist) on leptin-induced MUC5AC expression. MUC5AC
mRNA from the 60-min-stimulated cells were analyzed by quantitative RT-
PCR. The expression of MUC5AC was normalized to cyclophilin A mRNA
level in each sample. In some experiments, HT29-MTX cells were preincu-
bated for 10 min with the leptin antagonist L39A/D40A/F41A mutein leptin
(25 nmol/l) before the addition of 1 nmol/l leptin for 60 min. The results are
expressed as percent of associated controls (mean � SE). *P � 0.05 vs.
control. &P � 0.05 vs. leptin alone. Inset: gels obtained from semiquantitative
RT-PCR of MUC5AC. Lane 1: DNA markers. Lane 2: leptin. Lane 3: leptin �
mutein leptin. Lane 4: mutein leptin alone. Lane 5: control. B: effect of the
L39A/D40A/F41A mutein (leptin antagonist) on mucin glycoprotein secretion
induced by leptin. HT29-MTX cells were preincubated for 10-min with the
leptin antagonist L39A/D40A/F41A mutein (25 nmol/l) before the addition of
leptin (1 nmol/l) for 60 min. Mucinlike glycoprotein secretion was determined
by ELLA. Each point represents mean � SE of 3 experiments performed in
triplicate. *P � 0.05 vs. control (CT). &P � 0.05 vs. leptin alone.

Fig. 5. Leptin specifically modulates MUC2, MUC4, and MUC5AC mRNA
expression in the human colonic HT29-MTX cell line. A: effect of 10 nmol/l
leptin (60 min) on the expression of MUC1-MUC5AC in HT29-MTX cells.
Total RNA was isolated and mucin mRNA levels were analyzed by RT-PCR.
The gels obtained from semiquantitative RT-PCR were pixelized and densi-
tometrically analyzed with Scion Image software. Each point represents
mean � SE of 3 experiments performed in triplicate. *P � 0.05 vs. control.
B: leptin dose dependently increases the level of MUC2, MUC4, and MUC5AC
mRNA in HT29-MTX cells. HT29-MTX cells were exposed to different
concentrations of leptin for 60 min. The gels obtained from semiquantitative
RT-PCR were pixelized and densitometrically analyzed with Scion Image
software. Each point represents mean � SE of 3 experiments performed in
triplicate. *P � 0.05 vs. control.
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ally, as a proinflammatory cytokine of the type I superfamily
and has structural similarity with interleukin-6 (31). In keeping
with this assumption, leptin significantly increased in acute
infection or during inflammatory processes (31). Interestingly,
leptin has been detected both in the lumen and in the colonic
epithelial cells in inflamed zone of humans with ulcerative
colitis but not in the normal colonic epithelial cells (40) and the
expression of leptin receptor (Ob-R) has been reported on
colonocytes (18). Here, we demonstrated that leptin increased
the expression of the secreted mucin Muc2 and of the mem-
brane-associated mucins Muc3 and Muc4 in rat colonic DHE
cells. The concentrations of leptin used in our in vitro study
were in the range of 0.1 to 10 nmol/l, the maximal effects on
mucin expression being obtained at the concentration of 1
nmol/l. In our previous paper, we showed that leptin-immuno-
reactive protein was present in the luminal contents from
healthy rat colon at a concentration of 0.3 nmol/l (33). How-
ever, it has been pointed out that the level of luminal leptin in
inflamed colon was �15-fold higher than normal (40). On the
basis of these studies, it may be speculated that our data
highlight an important direct effect of leptin on colonic epi-
thelial cells that may be of major importance during colonic
inflammation and injury.

It is worth mentioning that an increase in mucin production
has been demonstrated as a genuine component of inflamma-
tory responses of epithelial tissue (4, 37). Indeed, the expres-
sion of mucin genes appears to be controlled by several
cytokine mediators that may regulate the maintenance of pro-
tective mucus gel during acute phase of injury. Recent data
have thus demonstrated that Muc3 can be regulated by the

cytokines Il-4, Il-6, TNF-	, and IFN-
 (38). MUC4 expression
is also known to be enhanced by Il-4, Il-9, TNF-	, and IFN-

(3, 11, 12, 32). Similarly, several studies showed that expres-
sion of the secreted mucin MUC2 is increased upon Il-1, Il-4,
Il-13 or TNF-	 stimulation (2, 14, 21, 23). Together, these data
suggest that cytokines, and in particular members of the IL-6
cytokine family to which leptin belongs, are crucial factors of
mucin gene activation during inflammation.

It is important to underline that leptin increased here the
level of transcripts of Muc2 as well as those of Muc3 and Muc4
in both DHE cells and rat colon. The overall secretion of Muc2
was also observed in DHE cells after 1 h of treatment. The
Muc2 mucin is the main secreted gel-forming mucin produced
in colonic goblet cells and constitutes the framework for the
intraluminal mucus gel. Thus this upregulation of Muc2 ex-
pression and secretion is particularly relevant and may be
proposed as a protective mechanism to wash out noxious
agents during mucosal injury. The effect of leptin on the
membrane-associated mucins Muc3 and Muc4 may also play
an essential role in intestinal mucosal defense because, beside
their protective effect on epithelia, these mucins have been
shown to be involved in growth, cell signaling, and modulation
of immune system (4). Accordingly, a recent study demon-
strated that Muc3 plays an active role in epithelial restitution
and may represent a novel therapeutic agent for intestinal
wound healing (19). The biological consequences of the in-
creased expression of Muc2, Muc3, and Muc4 induced by
leptin may thus be important in situations of colonic injury to
promote mucosal healing and to restore epithelial protection.
This hypothesis is supported by the observation that leptin

Fig. 7. Effect of leptin on MUC5AC gene
expression is dependent on MAPK, PKC, and
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) path-
ways in human mucus-secreting HT29-MTX
cells. HT29-MTX cells were preincubated for
10 min with inhibitors of MAPK kinase
(U0126, 10 �mol/l), PKC (Gö 6976, 1 �mol/l),
PI3K (LY-294002, 10 �mol/l), or of JAK/
STAT pathway (AG 490, 50 �mol/l) before
the addition of 1 nmol/l leptin in the incuba-
tion medium. MUC5AC mRNA level was
analyzed by quantitative RT-PCR. The ex-
pression of MUC5AC was normalized to cy-
clophilin A mRNA level in each sample. Re-
sults are presented as percent increase with
respect to the untreated control (mean � SE).
*P � 0.05 vs. control. &P � 0.05 vs. agonist
alone.
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exerts a potent protective activity against acetic acid-in-
duced colonic inflammation (6) and also in normal wound
healing (29).

In the course of characterizing the effects of leptin, we
extended the data obtained in rat to the human colonic goblet-
like HT29-MTX and demonstrated that leptin induced an
increase of the expression of the major secreted mucin
MUC5AC produced in this cell line, as well as the expression
of MUC2 and MUC4, thus suggesting that these responses may
take place in human as well. Since MUC4 is not restricted to
goblet cells but is also expressed by colonocytes, the possibil-
ity exists that the protective effect afforded by increased MUC4
through goblet cells could also be considered for the entire
colonic epithelium. Such an hypothesis requires further inves-
tigation.

The leptin receptor is encoded by the diabetes gene (db) and
is alternatively spliced, resulting in six isoforms that differ only
in the length of their intracellular domains: one long form
(Ob-Rb), four shorter forms (Ob-Ra, c, d, f), and a soluble one
(Ob-Re) (1). The long-form receptor (Ob-Rb) is expressed
mainly in the hypothalamus and plays an important role in the
regulation of food intake, energy expenditure, and endocrine
function. In contrast, the short-form receptor (Ob-Ra) is ex-
pressed fairly ubiquitously, representing the major isoform in
many peripheral tissues. In the present study, we demonstrated
the presence of Ob-Rb and Ob-Ra receptors on epithelial DHE
and HT29-MTX gobletlike cells, in line with previous data
showing the expression of leptin receptors on colonic epithelial
cells in normal tissue (5, 18). We showed that pretreatment of
the HT29-MTX cells with a specific human leptin antagonist
inhibited the effect of leptin on mucin secretion and expres-
sion, confirming the functional relevance of these receptors and
their involvement in the response observed. In addition, the
finding that L39A/D40A/F41A mutein alone had no effect on
mucin secretion compared with the control indicates that the
basic expression and secretion of mucins are not dependent on
endogenously secreted leptin.

Leptin binding to Ob-R may trigger off multiple signaling
pathways including the JAK/STAT and the MAPK pathways
but also the stimulation of the PI3K and PKC (31). In our
study, we demonstrated that the leptin-induced MUC5AC and
MUC4 expression was inhibited by a MAPK kinase-specific
inhibitor, U0126, thus suggesting the involvement of this
pathway in the HT29-MTX cell response. Similarly, studies
performed in the colonic cell line LS174T showed that the
expression of MUC2 was stimulated by IL-4, IL-13, and
TNF-	 through a process involving MAPK activation (21). In
the human pulmonary carcinoma cell line, NCI-H292, the
MAPK pathway was also found to play a role in the MUC5AC
mRNA expression induced by TNF-	. Additionally, we found
that pharmacological inhibition of PKC and PI3K activity
prevented the leptin stimulation of MUC5AC and MUC4 mucin
expression. These findings are in accordance with our previous
study showing that leptin induced mucin secretion in HT29-
MTX cells through the activation of a PI3K and a PKC-
dependent pathway (33). Together, our data suggest that leptin-
mediated mucin expression in colonic cells requires the acti-
vation of PI3K-, PKC-, and MAPK-dependent pathways.

In conclusion, our results show that human and rat goblet
cell lines express the Ob-Rb receptor and Ob-Ra to a lesser
extent. Through activation of these receptors, leptin triggers

mucin secretion and expression of both secreted and mem-
brane-bound mucins. Originating from the stomach and/or
locally released during inflammation, leptin might thus be one
of the actors of mucosal defense. These findings disclose what
may be an important pathway in the defense mechanisms of the
colonic mucosa.
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L’épithélium gastrointestinal est revêtu d’une couche de mucus, cette barrière 

protectrice lui permettant de faire face à des conditions agressives de nature chimique, 

mécanique ou bactérienne. Les molécules structurales majeures du gel de mucus sont les 

mucines, produites et secrétées par les cellules caliciformes. Ces cellules étant situées à 

l’interface entre l’organisme et le chyme intestinal, elles peuvent recevoir, au niveau de leur 

pôle basolatéral, des messages nerveux et hormonaux tandis que, par leur pôle apical, elles 

sont à même de percevoir des informations en provenance du contenu luminal. La leptine, 

produite principalement par les adipocytes, a d’abord été considérée pour son rôle principal 

dans la régulation de la prise alimentaire et de l’équilibre énergétique. L'expression de la 

leptine a été également relevée dans d'autres tissus, y compris l'épithélium fundique de 

l'estomac, et d’autres fonctions ont été reliées à cette hormone.  

 

La leptine gastrique est sécrétée principalement dans la lumière digestive. Plusieurs 

auteurs ont montré que la leptine, libérée par l'estomac, peut atteindre la lumière intestinale 

sous forme active. La leptine est en effet présente dans le suc gastrique, liée à son récepteur 

soluble, ce qui lui permet de faire face à des conditions enzymatiques difficiles [268]. Par 

ailleurs, la présence des récepteurs Ob-R de la leptine sur les cellules intestinales épithéliales 

suggère également la possibilité que la leptine, qui parvient au niveau de la lumière 

intestinale, puisse agir directement sur l’épithélium intestinal pour contrôler ses diverses 

fonctions. Ainsi, Ducroc et al ont montré que la leptine gastrique jouait un rôle essentiel dans 

la régulation du transport glucidique intestinal via le transporteur SGLT1 en induisant une 

diminution de l’absorption du glucose par les entérocytes [239]. Buyse et al ont montré 

également que cette hormone peut agir sur les entérocytes en augmentant l'absorption des 

peptides via le transporteur PepT-1 localisé au niveau du pôle apical de ces cellules [241].  

En plus d’une production au niveau gastrique, Sitaraman et al ont récemment démontré que 

lors de l’inflammation, les cellules épithéliales coliques humaines secrètent de la leptine dans 

la lumière intestinale [5]. La concentration en leptine étant alors 15 fois plus elevée que celle 

trouvée dans la lumière du côlon normal. La détection de la leptine dans le contenu colique 

d'une part et la mise en évidence de récepteurs de la leptine au pôle apical des colonocytes 

d'autre part suggèrent fortement que la leptine luminale puisse jouer un rôle dans la régulation 

des fonctions de l'épithélium colique [5, 241]. En effet, il a été montré que la leptine 

appliquée au pôle apical des cellules coliques Caco-2 est capable d’augmenter l’absorption du 

butyrate via le transporteur de monocarboxylate de type I « MCT1 » [216]. Dans le cadre de 

 118



   

mon travail de thèse, je me suis interessé aux effets de la leptine sur une autre population de 

cellules épithéliales coliques, les cellules caliciformes.  

 

Ces travaux ont été réalisés in vivo chez le rat et in vitro sur des lignées cellulaires 

intestinales mucipares issues d’adénocarcinomes coliques : la lignée DHE de rat et la lignée 

humaine HT-29 MTX. La lignée DHE est dérivée d’un adénocarcinome colique, obtenu chez 

le rat BD-IX après traitement à la 1,2-diméthylhydrazine. Elle exprime rMuc1, rMuc2, 

rMuc3, rMuc4 et rMuc5AC. Les cellules HT29-MTX proviennent d’un sous-clonage de la 

lignée parentale HT29 (cellules issues d’un adénocarcinome colique humain) après traitement 

par le Méthotrexate (MTX) à 10-6M [269]. La sous-population ainsi obtenue reste stable, 

même dans un milieu dépourvu de MTX. A confluence, ces cellules se différencient en 

cellules à mucus et expriment les mucines MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5AC, 

MUC6, MUC11 et MUC12. 

 

Après avoir montré la présence de la leptine dans le contenu colique de rats sains, les 

résultats obtenus ont révélé un impact jusque-là ignoré de la leptine luminale sur la sécrétion 

de mucines dans un modèle de côlon isolé perfusé in vivo. La leptine était également capable 

d’augmenter l’expression de la principale mucine sécrétée rMuc2 et donc de permettre de 

reconstituer le stock intracellulaire de mucines. L’administration veineuse de leptine a 

également induit une sécrétion de mucus mais avec une efficacité réduite par rapport à la 

leptine luminale. La leptine d’origine adipocytaire pourrait donc aussi moduler l’activité 

sécrétoire des cellules caliciformes. Ces résultats sont corrélés avec la présence des récepteurs 

de leptine au niveau de la membrane apicale et basolatérale des colonocytes [270].  

La leptine, en augmentant la sécrétion de mucus et l’expression de la mucine rMuc2 

favoriserait ainsi la protection épithéliale et pourrait donc jouer un rôle majeur dans la 

protection de la muqueuse colique et dans le maintien du potentiel de défense. En accord avec 

cette hypothèse, une étude récente montre ainsi que l'administration de leptine exogène 

permet de réduire les lésions induites dans le côlon par l'acide acétique [271]. Une étude 

réalisée sur la glande salivaire de rat a également permis de montrer que la leptine permet de 

contrer les conséquences d'une infection à porphyromonas gingivalis en augmentant la 

synthèse des mucines salivaires [272]. 

 

Suite à ces résultats, nous avons analysé, à l’aide des modèles cellulaires, l’effet direct 

de la leptine sur la sécrétion et l’expression des mucines. La présence des deux récepteurs 
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(Ob-Ra et Ob-Rb) de la leptine dans les deux lignées coliques mucosécrétantes de rat (DHE) 

et humaine (HT29-MTX) nous a permis de les utiliser comme modèles. 

 

Nous avons montré que le traitement des cellules DHE par la leptine augmente 

l'expression de la mucine sécrétée rMuc2 (principale mucine sécrétée par les cellules en 

gobelet du tractus intestinal) et des mucines membranaires rMuc3 et rMuc4 de façon dose-

dépendante. En revanche, l'expression de rMuc1 et rMuc5AC n'était pas modifiée, ce qui tend 

à montrer qu'il existe une spécificité d'action sur le niveau d'expression de certaines mucines. 

Ainsi, la leptine induit l’augmentation des transcrits de trois mucines essentieles pour la 

protection de la muqueuse. Les résultats obtenus montrent également que la leptine exerce un 

effet précoce sur l'expression de rMuc2, rMuc3 et rMuc4, l'augmentation du niveau des 

transcrits étant maximale dès une heure de traitement. La leptine, en augmentant à la fois la 

sécrétion et l’expression de rMuc2, r Muc3 et rMuc4, pourrait donc, jouer un rôle clé de 

protection de la muqueuse contre les agents nocifs et les maladies inflammatoires. De fait, il a 

été montré récemment que l’invalidation du gène Muc2 chez la souris se traduit par 

l’apparition de tumeurs intestinales mais également de colites [1, 2]. Ceci souligne 

l’importance de cette mucine et de son rôle critique dans la protection du côlon contre les 

maladies inflammatoires. Nos résultats ont également montré que la leptine augmente 

l’expression des mucines membranaires rMuc3 et rMuc4. La mucine rMuc3 joue un rôle actif 

dans la restitution épithéliale tout en stimulant la migration cellulaire et en inhibant l’apoptose 

via son domaine riche en cystéine [273]. La mucine rMuc4 contribue à la protection des 

surfaces épithéliales des muqueuses et est impliquée dans le contrôle de la prolifération et de 

la différenciation des cellules épithéliales [83]. L’effet de la leptine sur les mucines 

membranaires rMuc3 et rMuc4 pourrait également jouer un rôle essentiel dans le mécanisme 

de défense de la muqueuse intestinale. 

 

 Dans notre étude, la pertinence des données obtenues avec la leptine en physiologie 

humaine a été suggérée grâce à l’utilisation de la lignée cellulaire intestinale humaine HT29-

MTX. Les expériences réalisées sur ces cellules ont mis en évidence un effet de la leptine sur 

l’augmentation des transcrits de MUC2, MUC4 et MUC5AC. La leptine pourrait donc être un 

stimulant efficace de la sécrétion et de l'expression des mucines chez le rat comme chez 

l'homme (figure 21). Nous avons également prouvé que le prétraitement des cellules HT29-

MTX avec le L39A/D40A/F41A, utilisé comme antagoniste spécifique des récepteurs Ob-R, 

inhibe l’effet observé sur la sécrétion et l’expression de mucines, confirmant la mise en jeu de 

 120



   

ces récepteurs dans la réponse observée. Cet antagoniste possède la même affinité que la 

leptine pour les recepteurs Ob-R et a été développé par NIV-SPECTOR et al, suite à une 

modalisation du récepteur de la leptine sur celui de l’IL6 [274]. 

 

 Nous avons voulu ensuite déterminer par quelle voie de transduction la leptine 

induisait l’augmentation de la sécrétion et de l’expression des mucines. Les voies de 

transduction du signal régulées par la leptine sont diverses [275]. Dans notre étude, nous 

avons montré que la leptine stimule l’expression des mucines en passant par les voies de 

signalisation de la PKC, la PI3K et des MAPK. En accord avec ces résultats, il a été montré 

que la leptine augmente l'expression des mucines salivaires de rat via la voie de la PI3K 

[276]. Kim et al ont également établi que la voie de la PI3K pouvait être impliquée dans la 

sécrétion de la mucine MUC2 dans la lignée pulmonaire NCI-H292 [222, 277]. Dans cette 

même lignée, la voie des MAP-kinases s'est également avérée jouer un rôle dans l'expression 

de MUC5AC induite par le TNF-alpha.  

 

L'altération de la barrière de mucus est retrouvée dans les maladies inflammatoires 

chroniques de l'intestin (MICI) [278-280]. Il est à noter que l’une des caractéristiques des 

MICI est la perturbation de l’équilibre entre les cytokines pro- et anti-inflammatoires, souvent 

associée à un important infiltrat inflammatoire et à une altération de la muqueuse colique [5]. 

Des études récentes prouvent par ailleurs que l'épithélium colique humain représente 

également une source de leptine uniquement lors d'inflammation. Cette hormone a été 

détectée dans la lumière colique de patients atteints de rectocolite hémorragique ou atteints de 

maladie de Crohn [5, 31]. Un tel résultat peut être rapproché de la capacité des cellules 

épithéliales à produire et à sécréter des cytokines participant ainsi directement au 

développement de l’inflammation intestinale. Ces résultats suggèrent que les cellules 

épithéliales coliques inflammatoires peuvent constituer l’une des principales sources de 

leptine luminale chez les patients atteints de maladies inflammatoires intestinales. En outre, la 

présence des récepteurs de la leptine à l’apex des colonocytes, et l’activation du facteur de 

transcription NF-kB, qui régule l’expression des gènes impliqués dans la réponse 

inflammatoire et immunitaire, par la leptine luminale dans les cellules intestinales Caco-2, 

suggèrent que la leptine puisse être impliquée dans la physiopathologie des MICI [5]. Dans ce 

contexte, nos résultats montrant un effet de la leptine sur la sécrétion et l’expression de 

MUC2, et de mucines membranaires par les cellules caliciformes ne sont pas contradictoires. 

En effet, la sécrétion et l’expression de mucines semblent être contrôlées par plusieurs 
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cytokines qui peuvent réguler la formation de la couche protectrice de mucus lors 

d’inflammation. Les données récentes ont ainsi démontré que l’expression de MUC3 peut être 

contrôlée par les cytokines IL-4, IL-6, TNF-alpa et IFN-gamma [281, 282]. De façon 

interessante, les cytokines IL1, 4, 6, 13, TNF-alpha augmentent également l'expression de 

MUC2 dès la première heure de stimulation dans des lignées coliques humaines (LS180 et 

LS174T) [283, 284]. Cette augmentation rapide de l'expression et de la sécrétion de MUC2 a 

été proposée comme pouvant intervenir dans les mécanismes de défense mis en jeu pour 

éliminer les agents pathogènes. L’expression de MUC4 est également connue pour être 

augmentée par l’IL-4, l’IL-6, le TNF-alpa et l’IFN-gamma [276, 285, 286]. L’ensemble de 

ces données suggèrent que les cytokines, et en particulier les membres de la famille de la 

cytokine IL-6 à laquelle la leptine appartient, sont des facteurs cruciaux d'activation des gènes 

de mucines pendant l'inflammation. 

Certaines données cependant ne plaident pas en faveur d’un rôle protecteur et / ou anti - 

inflammatoire de la leptine. En effet, il est à noter que les souris ob/ob déficientes en leptine 

fonctionnelle sont résistantes à l’induction d’une colite expérimentale. Les mécanismes 

responsables d'une telle action impliquent en grande partie la capacité d'activation de cellules T 

par la leptine [287, 288]. Cependant, il est important de préciser que les souris déficientes en 

leptine ou en son récepteur présentent également des taux circulants élevés de corticostérone 

[287-289]. Etant donné que les glucocorticoïdes, tels que la corticostérone, peuvent moduler la 

réponse immune et inflammatoire, il est difficile de distinguer les effets propres de la leptine 

des effets indirects dus à la présence d’un excès de glucocorticoïdes. Par conséquent, les taux 

élevés de corticostérone pourraient en partie expliquer les modifications de la réponse immune 

et inflammatoire chez les souris déficientes en leptine.  

 

En conclusion, nous avons mis en évidence un nouveau rôle de la leptine au niveau 

colique. En agissant à la fois sur la sécrétion et sur l'expression des mucines, la leptine induit 

une action en cascade d'une part en provoquant une augmentation de la sécrétion des mucines 

sécrétées et d'autre part en permettant à la muqueuse, via l'augmentation de l'expression des 

mucines, d'activer et de restaurer son potentiel de défense. Provenant de l'estomac et/ou 

localement libérée pendant l'inflammation, la leptine pourrait jouer un rôle dans la protection 

et le maintien de l’intégrité de l’épithélium colique. Ces résultats révèlent ce qui pourrait être 

une voie importante dans les mécanismes de défense de la muqueuse colique. 
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 Il serait intéressant de poursuivre ce travail en approfondissant nos études in vivo et in 

vitro ; ainsi nous souhaiterions rechercher l’effet de la leptine, sur la sécrétion et l’expression 

des mucines, au niveau de l’estomac et de l’intestin grêle. Nous voudrions également mettre 

en place une étude visant à déterminer le rôle de la leptine luminale dans la sécrétion et 

l’expression de mucines lors de colite expérimentale induite par le sulfate de dextran ou 

l'acide acétique, ce qui nous permettra de définir l’impact de cette hormone dans un cadre 

pathologique. 

 Les données obtenues en culture cellulaire seront également completées en 

déterminant l’état de phosphorylation de certains éléments potentiellement impliqué dans les 

cascades de signalisation prècedemment identifiées (Ras, Raf1, MEK, Grb2, Shc, Src, PLC, 

etc..) grâce à l’utilisation d’anticorps et d’agonistes spécifiques et suite à une stimulation de 

nos cellules par la leptine. Notre but est de mettre à jour la cascade des évènements 

intracellulaires menant de la liaison de la leptine à son / ses récepteurs jusqu’a l’augmentation 

de la sécrétion et de l’expression des mucines. Nous déterminerons également si l’impact de 

la leptine sur l’expression des mucines passe par un effet transcriptionnel ou par un effet lié à 

la stabilité des ARNm. Pour cela, nous réaliserons un traitement des cellules DHE et HT29-

MTX soit par l’actinomycine D (inhibiteur de la transcription), soit par le cycloheximide 

(inhibiteur de la synthèse protéique).  

  

 En conclusion, le rôle physiologique de la leptine produite par l’estomac n’est pas 

encore totalement élucidé. Cependant, il apparaît de plus en plus clairement que son rôle ne se 

limite pas au déclenchement de la satiété postprandiale, mais concerne également le maintien 

de l’homéostasie de l’épithélium gastrointestinal en contrôlant ses fonctions de réparation-

protection, de développement, de sécrétion et d’absorption.  
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Figure 21: Action possible de la leptine sur l’expression de mucines et sur la sécrétion de 
mucus via les récepteurs Ob-R des cellules caliciformes 
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Résumé:
 

 Les mucines sont les molécules structurales de base du gel de mucus qui assure la 

protection et la lubrification de la muqueuse gastro-intestinale. Notre but était de déterminer 

l'effet de la leptine sur la sécrétion et l'expression des mucines gastro-intestinales. Cette étude 

a été réalisée in vivo chez le rat et in vitro à l’aide des lignées cellulaires de rat DHE et 

humaine HT29-MTX. Nous avons trouvé que ces 2 lignées expriment les récepteurs (Ob-R) 

de la leptine. La perfusion luminale de la leptine dans le côlon de rat ainsi que la stimulation 

des cellules DHE par la leptine a entraîné une augmentation de la sécrétion de mucines et du 

niveau des ARNm codant pour rMuc2, rMuc3 et rMuc4. Cet effet de la leptine était dose 

dépendant. Testée dans les HT29-MTX, la leptine a provoqué une augmentation de la 

sécrétion de mucines ainsi qu’une augmentation des transcrits de MUC2, MUC4 et MUC5AC 

via la voie de la PKC, la PI3K et les MAPK. Ces résultats montrent que la leptine pourrait 

jouer un rôle essentiel dans la protection de la muqueuse colique. 

Mots clés: mucus intestinal; mucine ; côlon ; leptine ; récepteur de la leptine; barrière de 

défense intestinale, MUC2, MUC3, MUC4. 

 

Abstract 
 

 Mucins are the basic components of the mucus layer which ensures the protection and 

lubrication of the gastrointestinal mucosa. Our aim was to study the leptin effect on 

gastrointestinal mucins secretion and expression. This study was carried out in vivo in the rat 

and in vitro using the DHE and the HT29-MTX cell lines. We found that these cell lines 

express the leptin receptors. Luminal perfusion of leptin in the colon of rat or stimulation of 

DHE by leptin increased mucin secretion and the mRNA levels of rMuc2, rMuc3 and rMuc4. 

This effect of leptin was dose dependent. In the HT29-MTX, leptin produced an increase in 

mucin secretion in the supernatants as well as MUC2, MUC4 and in MUC5AC mRNA by 

targeting PKC, PI3K and MAPK pathways. These results showed that leptin could play an 

essential role in the protection of the colonic mucosa. 
Key words: mucus; mucin; colon; leptin; leptin receptor; intestinal defence barrier, 

MUC2, MUC3, MUC4. 
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