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INTRODUCTION 

De nombreuses di f f icul tés s'attachent b la  déf in i t ion des 

mucines bronchiques. L a  sécrétion normale ne peut en ef fet  être obte- 

nue qu'en très fa ib le  quantité, toujours insuffisante pour permettre 

une déf in i t ion chimique précise de ses constituants. A l'inverse, les 

états d'hypersécr6tions chroniques relèvent de processus pathologiques 

qui  conduisent à l 'é l iminat ion au cours des efforts de toux de I 'expec- 

toration. C 'est donc généralemen t vers I 'é tude de I 'expectorat ion 

que la p lupart  des auteurs se sont orientés pour tenter d'approcher la  

déf in i t ion des glycoprotéines sécrétBes au niveau de l a  muqueuse 

trachéo-bronchique. 

* 
Dès 1953, WERNER (1) souligne l a  richesse en glucides 

combines (galactose, mannose, fucose, acide sialique e t  N -acé t y l -  

hexosamines) des composants adialysables de I 'expectorat ion. Bien 

que l ' isolement et  l a  pur i f ica t ion de glycoproteines indiv iduel les de 

I 'expectorat ion aient  6té tentés par de nombreux auteurs (CURTAIN, 

MARMION e t  PYE, 1953)(2), (BUKANTZ e t  BERNS,  1958)(3), 

(BROGAN,  1959)(4)(5), (WHITE, ELMES e t  WHITLEY, 1959)(6), 

(ATASSI, BARKER e t  STACEY, 1959)(7) (1962 (8)), l a  plupart de ces 

préparations n 'ont  pu  satisfaire aux critères d1homog6néitB et n 'on t  

donc pu fa i re l 'ob je t  d 'une étude suffisante pour leur déf in i t ion e t  

leur classif icat ion. L a  plupart des techniques de fractionnement sont 

d'ai l leurs appliquées à des hydrolysats pepsiques qui  risquent d 'a l té -  

rer la structure pept id ique de certains de ces composants ou font 
------*------------------------------------------------------ 

(*) Le  numéro entre parenthèses correspond à l 'ordre d 'appar i t ion 
des c i tat ions dans l e  texte. 



appel au contraire à des méthodes de précip i tat ion au po in t  isoélec- 

trique mises en oeuvre sur I 'expectorat ion homogénéisée, méthodes 

certainement insuffisantespour conduire à une él iminat ion complète 

des protéines plasmatiques ou des protéines de sécrétion caractérisées 

par les méthodes immunologiques (BISERTE, HAVEZ e t  CUVELIER, 

1 963) (9). 

En 1963, GlBBO NS (1  0) décr i t  brièvement l ' isolement 

d'une glycoprotéine de I 'expectorat ion dont i l  rapporte la  composi- 

t ion : hexosamines 19,l p .  100, galactose 21,9 p. 100, fucose 

12,5 p .  100 e t  acide N-acéty l -neuraminique 8,3-9,1 p. 100. 1 1  sou- 

l igne l a  sensibil i té de cet te g lycoprotéine à I 'act ion de la  neurami- 

nidase qui  l ibère 83 p .  100 de l ' ac ide  N-acétyl-neuraminique. 

Ces résultats encore très part iels démontraient pourtant la  

possi b i  l i t é  d 'obtenir  à part i r  de I 'expectorat ion des glycoprotéines 

épithéliales, mais soulignaient l ' importance d'une mei l leure 

connaissance des propriétés physico-chimiques de la  sécrétion bron- 

chique e t  d 'une adaptation des méthodes de fractionnement aux pro- 

priétés part icul ières de ces glycoprotéines. 

Une étape decisive est franchie en 1963 lorsqu'on peut  

mettre en évidence l 'ac t ion d'agents divers : urée 6M, - chlorhydrate 

de guanidine 3,2 - M, bromure de l i th ium 8 - M sur les propriétés 

visco-élastiques du mucus bronchique. De même, un agent réducteur 

(cyst6ine 0,075 - M, mercapto-éthanol) est capable de détruire tota- 

lement l 'organisation f i b r i  l la i re du mucus, visible en microscopie 

optique (BISERTE, HAVEZ et CUVELI ER)(l 1).  Des liaisons hydrogène, 

l ' in tervent ion de ponts disulfure pouvaient  alors être invoquées dans 

la structure des réseaux f ibr i l la i res e t  permettait  aisément de centrer 



l ' in térê t  sur le mucus organisé débarrassé de ses produits solubles 

dans I 'eau e t  qu i  ne constitue qu'une part ie des hypersécrétions 

pathologiques. 

L ' écue i l  majeur que représente I ' ln f luence de l a  contamina- 

t ion bactérienne sur les produits de sécrétion stagnant dans l 'arbre 

bronchique peut  alors être él iminé dans l a  mesure où l 'é tude va 

porter sur la  sécrétion organisée, débarrassée par lavage à I 'eau des 

produits de dégradation bactérienne ou de lyse cel lu la i re.  Ces 

réseaux f ib r i  1 laires totalement insolubles dans I 'eau perdent leurs 

proprié tés visco-é lastiques sous 1 'ac t ion d 'un agent réducteur e t  li- 

bèrent les protéines e t  les mucines qu i  peuvent alors être fractionnées. 

Une seconde étape importante est représentée par l 'apport 

des méthodes nouvel les de fractionnement t e l  les que 1 'é lectrophorèse 

préparative en f i lm l iqu ide à haut voltage, l ' in t roduct ion de tamis 

moléculaire adaptés à la séparation de protéines et  de glycoprotéines 

de poids moléculaires compris entre 50.000 e t  1.000.000. Cet  apport 

technologique nouveau devai t  être confronté aux méthodes de préc i -  

p i ta t ion au po in t  isoé lectrique, à I ' u t i  l isat ion déjà classique des 

ce1 luloses à pouvoir  d'échange ionique. Cette étude entreprise dès 

1966 nous a condui t  progressivement à déf in i r  les critères de pureté 

d'une préparation de mucines bronchiques. Nous avons alors été 

amené à confronter ces préparations obtenues à part i r  d'hypersécré- 

tions pathologiques à des productions épi  thé l iales protégées de toute 

contamination bactérienne telles que les sécrétions de kystes bron- 

chogéniques. 

Les résultats obtenus nous permettent actuellement de réfu- 

ter les nombreuses assertions qui tendent à reconnaître dans les g lyco-  



protéines épi thél ia les un caractère de polydispersion en rapport avec 

la  structure e t  les mécanismes de synthèse de ces productions glan- 

dulaires. Une déf in i t ion précise des m ucines bronchiques peut se 

r6férer aux cri tères habituel lement retenus pour la caractérisation 

d'une glycoprotéine homogène : composition en acides aminés, 

nature de l ' ac ide  aminé N-terminal,  constante de sédimentation. 

Leur polydispersion réapparaît au contraire dans I 'hétérogénéité du 

caractère polyanionique des multiples glycannes qu i  entrent dans 

leur structure e t  conferent à ces molécules tout un ensemble de pro- 

priétés biologiques fondées sur cet élément de classif icat ion des 

divers types de productions cel lulaires. 

Ces cri tères de pureté des diverses classes de mucines 

bronchiques nous on t  permis d'aborder quelques éléments de structure 

de l 'axe polypept id ique au voisinage de l 'extrémité N-terminale, 

ainsi que de préciser les part iculari tés remarquables des séquences 

peptidiques environnant le  po in t  d 'at tache des g lycannes. 

Nous diviserons donc la présentation de ces résultats en 

c inq  parties : 

1)  L a  présentation du materiel d'étude. 

2) Les diverses méthodes uti l isées pour la  pur i f ica t ion des 

mucines bronchiques. 

3) Les critères de pureté retenus pour la  déf in i t ion des 

mucines. 

4) L a  classif icat ion des mucines bronchiques fondée sur 

l 'hétérogénéité des glycannes. 

5 )  Les éléments de structure des mucines bronchiques. 



CHAPITRE 1 

MATERIEL D'ETUDE 

A l ' é t a t  physiologique, l'ensemble des voies respiratoires 

est tapissé d 'une mince couche f lu ide qu i  constitue un élément fon- 

damental aussi b ien dans la  microphysiologie de surface que dans 

les mécanismes d'épuration bronchique. Ce  mucus bronchique, 

recuei l l i  au n iveau de l a  b i furcat ion trachéale possède des qualités 

physico-chimiques d'élast ici té, de viscosité e t  d'adhérence qu i  l u i  

permettent d'assurer les fonctions d'épuration e t  de protect ion des 

voies aériennes grâce à la  structure par t icu l iè re  de ces sécrétions 

qu i  s'adapte parfaitement à l 'act ion propulsive du système c i l i a i re .  

II est cependant impossible de recourfir aux techniques endoscopi- 

ques pour prélever " i n  si tu" des quantités suffisantes de sécrétion 

physiologique. D ' a i l  leurs, la simple introduct ion du bronchoscope 

au niveau de l a  trachée déclenche une réaction locale d'hypersé- 

crét ion l iée à des phénomènes importants d'extravasation cap i l la i re .  

L 'é tude  biochimique de l a  sécrétion bronchique se heurte 

donc dès l 'abord à des problèmes qu i  t iennent à la fois, à la var ia-  

b i l i t é  de sa composition d'une sécrétion ind iv idue l le  à l 'autre, à 

son hétérogenéi té de consti tut ion e t  d'origine, à sa visco-é last ici  té 

e t  aux d i f f icu l tés  quasi-insurmontables de prélèvement " i n  si tu" 

qu i  nous amènent à étudier des sécrétions pathologiques. 



L 'examen macroscopique de I 'expectoration nous condui t  

b distinguer plusieurs phases dans l 'organisation e t  dans l a  composi- 

t ion chimique des sécrétions bronchiques. Le  stade pré l imina i re  

d'une étude biochimique de l 'expectorat ion a donc été représenté 

par une tentat ive de séparation de ces différentes phases. Les d i f fé-  

rences enregistrées dans l a  composition chimique de chacune d'el les 

soulignent leur part icular i té qui  est fonct ion de leur or ig ine e t  

peut-être de leur s igni f icat ion physio-pathologique. 

L 'add i t ion de trois volumes d 'eau dist i l lée à une expecto- 

rat ion fraîchement émise, permet après 20 minutes d 'ag i ta t ion douce 

d'obtenir par centr i fugation trois part ies distinctes : 

- une phase f ib r i l l a i re  recue i l l i e  au fond du tube de cen- 

tr i fugation ; 

- une phase aqueuse de composants solubles dans l 'eau ; 

- e t  enfin, une phase superf ic ie l le d'épaisseur variable, 

douée de propriétés tensio-actives. 

Ce  fractionnement de base nous permet d 'entrevoir  I 'hété- 

rogénéi té d'organisation et  de structure de I 'expectoration. 

A) PHASE SUPERFICIELLE 

L a  phase superf iciel le se caractérise par ses propriétés 

tensio-actives e t  par la  fac i l i té  avec laquel le e l le  donne une 

"mousse" par simple agitat ion (f igure 1 ) .  L a  présence d'une Iéc i -  

thine r iche en acide palmit ique e t  en tous points semblable à ce l le  

décri te par ABRAMS (12)(13), FINLEY (14), M O R G A N  (1 5), 

HARLAN (16) e t  FINLEY (17), comme étant  constitutive du surfac- 



tant  alvéolaire, nous conduit à penser que l a  phase superf iciel le de 

I 'expectorat ion correspond au surfactant a lvéolai re à l 'é ta t  presque 

pur e t  sous forme l ibre.  Nous avons p u  vér i f ie r  (WAREMBOURG 

et a1.)(18) la  s imi l i tude de composition de cet te  d ipalmitoyl -  

léc i th ine avec ce l l e  obtenue à part i r  d'un broyat  pulmonaire ou à 

par t i r  d'un l iqu ide de lavage endopulmonaire. Le  mode de prépara- 

t ion du surfactant présent dans I 'expectorat ion s'apparente d 'a i l  leurs 

à ce lu i  préconisé par BONDURANT (19) e t  WATKINS (20) qui  pré- 

parent et  pur i f ient  le  surfactant a lvéolai re à par t i r  de lavages bron- 

chiques. 

Nous verrons également que le  surfactant a lvéolai re existe 

aussi dans I 'expectorat ion sous une forme combinée aux mucines e t  

aux protéines de sécrétion réalisant un complexe de haut poids molé- 

cu la i re  entrant dans l a  structure de l a  phase f ib r i l la i re .  

B I  PHASE AQUEUSE DE L'EXPECTORATION 

La phase aqueuse représente le  produi t  d 'extract ion des 

composants directement solubles dans l'eau, de I 'expectoration. 

Cet te  fract ion correspond à de nombreux composants d 'or ig ine sérique, 

mais aussi à des produits de contamination d 'or ig ine salivaire, 

l ' a  -amylase par  exemple (BISERTE)(21) (MASSON (22). Son étude 

électrophorétique ou immunoélectrophorétique a permis dès 1961 à 

HAVEZ et  a l .  (23) de caractériser la présence de sérumalbumine, 

d'orosom ucoi'de, d '  8 -ant i  trypsine, d'haptog lobine, d'hémopexine, 
1 

de sidérophil ine, de l a  fract ion C l 3  du complément e t  d'immunoglo- 

bulines telles que les IgA et  les IgG.  Ces protéines se trouvent pré- 



sentes en quanti  té var iable d'une sécrétion ind iv idue l  le à l 'autre. 

L 'app l i ca t ion  de I'immunoé lectrophorèse en double dimen- 

sion aux produits de lavage de I 'expectorat ion nous permet de saisir 

l ' importance et  l a  richesse re la t ive  des sécrétions bronchiques en ces 

différentes protéines e t  glycoprotéines (f igure 1 ) .  

L a  présence de 20 à 30 p. 100 de glucides libres ou combi- 

nés dans l a  phase aqueuse de I 'expectorat ion nous conduit également 

à envisager la  présence de produits de dégradation des mucines bron- 

chiques qu i  appartiennent à la phase f ib r i l l a i re  des sécrétions bron- 

chiques. CUVELIER en 1963 (24) soul ignait  la nécessité d'un proto- 

co le  précis pour l e  recuei l  et l a  conservation des expectorations. 

Le  maint ien à température du laboratoire d'une expectoration entraî- 

ne très rapidement une lyse des glycoprotéines qui  peut être mise en 

évidence par l'enrichissement progressif de la phase aqueuse en 

acide sialique, en fucose, en galactose e t  enf in en hexosamines. 

De nombreuxenzymes ont  d 'a i l leurs été mis en évidence : 

l'a-amylase, le  lysozyme, des protéases e t  exoenzymes d 'or ig ine 

ce l lu la i re  ou  bactérienne (LIEBERMAN)(25)(26)   HE REM ANS)(^^). 

L 'examen bactériologique de I 'expectorat ion nous montre 

qu ' i l  existe dans les états d'hypersécrétion une f lore bactérienne, 

constante en dehors de tout épisode de surinfect ion aiguë. Cet te  

f lore "a  minima" est représentée en par t i cu l ie r  par deux germes : 

Diplococcus pneumoniae et  Hemophi lus inf luenzae. O n  peut soul i-  

gner ainsi l 'éventua l i té  dans le m i l i eu  bronchique et dans I 'expecto- 

rat ion de l a  présence de glycosidases tel les que neuraminidase, fuco- 

sidase, galactosidase ou  hexosaminidase. 



La  possibil i té de lyse par t ie l l e  des glycoprotéines de sécré- 

t ion nous a donc amené à retenir des conditions précises pour le 

recuei l  e t  l a  conservation des expectorations qui  sont soit congelées 

à -20°C, soit  traitées dans les heures qu i  suivent leur émission. 

C) MUCUS FIBRILLAIRE DE L'EXPECTORATION 

L a  phkase f ibr i l la i re,  insoluble dans l'eau, représente la 

structure organisée de I 'expectorat ion. El le possède des qual i tés 

rhéologiques de visco-é last ic i  té qu i  ne nous permetten t pas d 'app l i -  

quer directement sur l e  produi t  na t i f  les techniques de fractionnement 

ou d'études biochimiques te l  les que l 'électrophorèse de zone ou 

I'immunoélectrophorèse. Cette phrase organisée est une structure de 

type f i b r i  I la i re.  Cec i  o été montré dès 1954 en microscopie électro-  

nique par WHITE, ELMES e t  WALSH (28) e t  étudié en microscopie 

opt ique par BURGl (29). L 'étude de I 'expectorat ion par colorat ion 

d 'un frott is par le  Bleu de Toluid ine nous permet de visualiser un ré- 

seau de f ib r i l l es  d'épaisseur et  de longueur variables, parfois conflu- 

entes pour réaliser de véritables fibres. Dans les mail les de ce réseau 

e t  baignant dans un l iqu ide de moindre viscosité, sont présents des 

616ments ce1 lulaires tels que des polynucléai  res dont les noyaux sont 

parfaitement colorés par le  Bleu de Toluidine. L 'u t i l i sa t ion d'une 

colorat ion à l'orangé d 'acr id ine à pH 2,0, préconisée par BURGl 

(30), montre l 'hétérogénéité de composition des fibres du réseau. En 

effet, sous ultra-violet,  les fibres présentent une fluorescence jaune- 

verdâtre caractéristique des acides nucléiques. 

En fonction de ces af f in i tés tinctoriales, les fibres appa- 

raissent donc constituées de glycoprotéines de caractère ac ide et 

d'acides nucléiques. 



BURGl (31), en microscopie optique, a pu observer la 

fragmentation de ces fibres lors de surinfections bronchiques de carac- 

tère a igu e t  mettre ainsi en évidence l ' ac t i v i té  des enzymes bacté- 

riens ou  cel lu la i res sur les constituants glycoprotéiques de l a  phase 

f ib r i  I l a i re  de l 'expectorat ion. 

C'est essentiellement vers l 'étude des constituants de la 

phase organisée du mucus bronchique que nous avons orienté notre 

t ravai  1. En dehors des expectorations de bronchite chronique, nous 

avons également examiné les sécrétions d'enfants atteints de muco- 

viscidose, af fect ion génétique dont on connaît l a  fréquence et  la  

gravi té des manifestations broncho-pulmonaires. 

Depuis trois ans enfin, nous avons été amené à étudier  le  

contenu de kystes bronchogéniques. II s'agit  de dysembryoplasies 

qu i  aboutissent à la formation de tumeurs bénignes fermées. Ces for- 

mations tumorales sont le  résultat du développement e t  de l a  mul t i -  

p l i ca t ion  de quelques ce1 Iules embryonnaires provenant du bourgeon 

respiratoire e t  qu i  n'ont pas suivi  une migrat ion normale à l a  rencon- 

tre du mésenchyme pulmonaire pour part ic iper au développement de 

l 'arbre trachéo-bronchique. Ces cel lu les isolées vont se mu l t ip l i e r  

pour donner une formation kystique dont les caractères histologiques 

e t  anatomiques rappel lent une "bronche". Ces tumeurs sécrétantes 

sont fermées, ne sont pas ventilées e t  sont de ce f a i t  stériles. Le  pro- 

du i t  sécrété représente donc un matér ie l  de choix, à l ' ab r i  de toute 

contamination. 



CHAPITRE II 

PURIFICATION DES MUCINES BRONCHIQUES 

Après lavage des sécrétions bronchiques par trois volumes 

d 'eau disti 1 lée, une centr i fugation à fa ib le  vitesse (3.000 tours/ 

minute pendant 10 minutes) nous permet de préparer le mucus 

f ib r i l l a i re  e t  d 'é l iminer  l a  phase superf ic ie l le e t  la  phase aqueuse 

de 1 'expectoration. 

Ce  mucus f ib r i l la i re ,  insoluble dans l'eau, renferme 

7 0  p .  100 de glucides combinés et  30  p .  100 de protéines, de l ipides 

e t  d'acides nucléiques. Parmi les glucides combinés f igurent des 

hexoses et  essentiellement le  galactose : 22,8 p .  100 ( i l  n 'existe que 

des traces de mannose), des hexosamines (glucosamine e t  galactosa- 

mine) : 22,8 p .  100 ; du fucose : 15,8 p .  100 e t  de l 'ac ide sialique : 

7,5 p. 100. Ces valeurs on t  été obtenues avec une expectoration 

émise par un sujet présentant une bronchite simple du fumeur. Les 

résultats seront dif férents d'une sécrétion ind iv idue l  le à l 'autre ; 

retenons toutefois que le  pourcentage des protéines augmente dans 

l a  bronchite chronique (55 p. 100) e t  a t te in t  même des taux de 

7 0  p. 100 chez l 'asthmatique. II apparaît donc que les différents 

états de la  pathologie bronchique s'inscrivent à travers le  rapport 

glucides com b i n é ~ / ~ r o t é i n e s  (DEGAN D)(32). 



A) PREPARATION DES P R O T E I N E S  DU MUCUS PAR U N  

M E C A N  ISME D'ECHAN GE I O N I Q U E  

CUVELIER (33 ) obt ient  un fractionnement des composants 

du mucus bronchique traité par I 'urée 6 M  e t  déposé sur une colonne 

de DEAE-cellulose. ROUSSEL, en 1965 (34) parvient à év i te r  ce 

traitement par  I'urée, en mélangeant directement le  mucus à I 'échan- 

geur. Après une agi tat ion en présence de DEAE-ce1 lulose équi l ibrée 

en tampon phosphate 0,05 - M de p H  8,0, l e  mélange est déposé sur 

une colonne de DEAE-cellulose équi l ibrée dans le même système 

tampon. L161ution est conduite selon un gradient discontinu par 

passage successif de trois solutions tamponnées : 

- Tampon phosphate de sodium 0,05 - M de pH  8,O 

- Tampon phosphate de sodium 0,15 - M de pH  5,5 

- Tampon phosphate de sodium 0,3 - M de pH  4,3 

puis d'une solution de carbonate de sodium 0,3 - M. 

Une solution de soude 0,1 - M permet en f in  de gradient de 

désioniser complètement l 'échangeur et  d 'é luer l e  re l iquat .  

L 'é lu t ion est suivie par lecture de l a  densité optique à 

278 nm des fractions obtenues e t  recuei l l ies sur col lecteur.  

Après dialyse e t  lyophil isation, un b i lan  é lectrophorétique 

e t  immunoélectrophorétique est réalisé sur les différents éluats. 

ROUSSEL (34) précise le  rendement de chacune des frac- 

tions par rapport  au matér ie l  déposé sur la  colonne e t  donne les 

résultats concernant leur composition en glucides combinés. 

(Tableau 1) 



Tableau I 

Bi lan des fractions séparées sur colonne de DEAE-ce1 lulose 

(RO US S EL) (34) 

(+) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

Ce fractionnement sur échangeur d' ions permet donc de 

classer les constituants du mucus bronchique en deux grands groupes : 

r 

Tampon 
d'é lut ion 

Répart i t ion en O/o 
du to ta l  

Osamines ( i )  

O ses (i) 

- Le  premier correspondant aux premiers tampons d'élut ion, 

se caractérise par l ' importance de l a  teneur en protéines des frac- 

tions é luées. Les études é l e ~ t r o p h o r é t i ~ u e  e t  immunoé lectrophoréti- 

que (vis-à-vis d'immunsérum humain total ou d'immunsérum an t i -  

expectoration) nous montrent d 'a i l leurs l a  présence de protéines ou 

de glycoprotéines possédant des sites antigéniques analogues à ceux 

des protéines du sérum e t  d'autre part  des protéines non r6vélées par 

I'immunsérum humain total, mais donnant des arcs de précip i tat ion 

avec I'immunsérum anti-expectoration, ce qui  nous permet d'envisa- 

C 0 3 N a .  

- 

46 

12,5 

11,s 

N a 0  H 

O,, ,,, - 
20 

18 

18 

7 

15 

58 

6 

Ac ide  sial ique ( i )  

Fucose ( i )  

Total de l a  copule 
polysaccharidique 

Phosphate 
0,3 M 
pH 473 

9 

11,5 

12,5 

Phosphate 
0,05 M 
pH 8 3  

5 

3 

3,5 

Phosphate 
0,15 M 
pH 5,T 

20 

4 

5,5 

1,5 

3 

11 

1 

115 

5,5 

16,5 

I 

4 

8 

36 

7 

11,5 

42,5 



ger l 'or ig ine spécifiquement bronchique de certaines "protéines de 

sécrétion" (BISERTE e t  a1.)(35). 

- Le  deuxième groupe représenté par  les éluats C O  N a  
3 2 

0,3 - M et N a O H  O, 1 -- N est r iche en glucides combinés (42,5 e t  

58 p. 100). Ces valeurs sont analogues à ce1 les rencontrées dans les 

mucines de sécrétion. 

Cette technique d'étude parvient donc à désorganiser le 

mucus f ib r i l l a i re  e t  à en séparer différents constituants. Toutefois, 

la  d i f f i cu l té  technique que représente la  fa ib le  vitesse d 'é lu t ion 

des colonnes en rend l 'u t i l i sa t ion dél icate. D 'aut re  part, la nécessi- 

té d 'é lut ion des mucines en mi l i eu  a lca l in  est susceptible d ' int ro-  

duire une modi f ica t ion importante de l a  structure de ces glycopro- 

téines et fa i t  que cet te méthode ne peut guère être retenue que pour 

la  préparation des protéines du mucus f ib r i l l a i re  éluées en tampon 

phosphate. 

B I  A C T I O N  DES AGENTS REDUCTEURS SUR LE MUCUS 

Dès 1964, (HAVEZ et  a1.)(36), nous nous sommes attaché 

b déf in i r  un protocole expérimental qui  permette une dégradation 

satisfaisante du  mucus f i b r i  l la i re  e t  qui  soit compatible avec l 'é tude 

des élements caracteristiques de l a  structure des molécules libérées. 

L a  viscosimétrie représente une technique intéressante pour saisir 

l ' importance d'une act ion mucolyt ique. Ce  sont ces études visco- 

simétriques (HAVEZ e t  u1.)(37) qui  nous ont  amenés à distinguer 



différents types d ' ac t i v i t é  mucolyt ique selon l ' importance de la  dé- 

gradation obtenue. Une lyse très l imi tée du mucus géliforme peut 

A etre obtenue par l 'u t i l i sa t ion d'agents visant à rompre les liaisons 

non covalentes établ ies entre les protéines e t  glycoprotéines du 

mucus ou visant à modi f ier  l a  structure ter t ia i re ou quaternaire de 

ces molécules. Nous  avons ainsi étudié l ' e f fe t  obtenu par modi f ica-  

t ion du pH, par modi f ica t ion de la  force ionique, par é l iminat ion du 
++ 

C a  e t  par des solutions d'urée à forte concentrat ion. Ces diverses 

tentatives de dépolymérisation, de désorganisation du gel  sont 

insuffisantes et  ne permettent pas l 'é tude e t  l a  pur i f ica t ion des 

produits libérés. 

En fonct ion des résultats déjà obtenus par SHEFFN ER (38) 

sur les sécrétions digestives, nous avons en 1964 uti l isé les agents 

réducteurs tels que l a  cystéi_ne ou la  N-acéty l -cystéine comme muco- 

ly t ique de l 'expectorat ion. O n  peut en e f fe t  en quelques heures 

obtenir une mucolyse satisfaisante du mucus f ib r i  l laire, par rupture 

de ponts disulfure dont I ' i n tégr i tg  apparaît essentielle pour assurer 

la cohésion des réseaux tridimensionnels. 

L 'e f fe t  de l a  cystéine a été observé à différentes concentra- 

tions 0,025 - MI 0,050 - M, 0,075 - M et O, 1 - M en tampon phosphate 

de pH  7,3. O n  constate que la  mucolyse est fonct ion de l a  concen- 

trat ion en cystéine. L e  maximum d'act ion est obtenu pour une con- 

centrat ion f inale en cystéine de 0,075 - M. Des concentrations plus 

importantes n'apportent pas de chute de viscosité supérieure à 

70  p. 100 de l a  viscosité i n i t i a l e  (mesure effectuée sur M i c ro  Cone- 

Plate Viscosimeter Brookfield). Nous avons p u  constater, selon les 

sécrétions bronchiques, des différences signif icat ives de leur sensi- 

b i l i t é  à l 'ac t ion des agents réducteurs. i l  apparaît que le  mucus 



d'asthme est part icul ièrement sensible à l 'ac t ion de ces agents. Cec i  

peut d 'a i l leurs être rapproché du taux élevé des protéines e t  en par- 

t icu l ie r  des immunoglobulines, enregistré dans ces sécrétions 

(DEGAN D)(39). 

Bien qu'obtenant une mucolyse satisfaisante, nous avons 

ensuite remplacé l a  cystéine par le  mercapto-éthanol à la  concentra- 

t ion de 1 p .  100 pour évi ter  toute contamination de nos préparations 

purif iées par  la  cystéine susceptible d' interférer dans l 'é tude de leur 

composition en amino-acides. 

1) Mode d 'act ion des agents réducteurs sur le mucus 

f ib r i  l l a i re  

Pour étudier le mode d 'ac t ion des agents réducteurs, nous 

avons soumis le mucus bronchique à une réduction par le  mercapto- 

éthanol à 1 p .  100 en tampon phosphate 0,075 - M de pH 7 , 3 .  L e  blo-  

cage des groupes th io l  libérés est obtenu par addit ion au m i l i e u  réduc- 
14 

teur d' iodo-acétamide marqué par le C .  Après dialyse, l e  mucus 

réduit  e t  a lky lé  est soumis à une chromatographie sur colonne de 

Sepharose 2B équi l ibrée en tampon Tris O, 1 - M N a C I  0,2 - M, pH  8,O. 

L a  lecture au spectrophotomètre à 278 nm, le  dosage des oses à 

I 'o rc ino l  sulfurique permettent d 'obtenir  le  diagramme d 'é lu t ion pré- 

senté f igure 2 .  La  radioact iv i té est mesurée en f lux  cont inu sur enre- 

gistreur Packard (Figure 2) .  

Trois groupes de composants sont séparés par cet te chromato- 

graphie de ge l - f i  l t rat ion : 

- Une fract ion de haut poids moléculai re représentant un 

complexe entre des glycoprotéines et  des constituants l ipidiques 



parmi lesquels se trouve l a  d ipalmi toyl - léc i  thine d 'or ig ine alvéolaire, 

ident i f iée au surfactant (WAREMBOURG)(40). 

- Une fract ion r iche en glucides combinés qu i  correspond à 

l'ensemble des mucines. 

- Enfin, une f ract ion retardée dans le  ge l  de Sepharose 

cont ient  les éléments de plus fa ib le  t a i l l e  moléculaire. 

L 'étude é lectrophorétique en agarose à pH  8,2 de cette 

f ract ion permet de caractériser l a  sérumalbumine, le lysozyme e t  des 

protéines de mobi l i té a~ et y -globuIinique. L'immunoé Iectropho- 

rèse iden t i f i e  la transferrine bronchique et  des immunoglobulines A 

e t  G. La  radioact iv i té est essentiel lement retrouvée dans cette frac- 

t ion et  peut  donc être rapportée aux protéines des sécrétions bronchi- 

ques et  plus part icul ièrement à la  transferrine e t  surtout aux immuno- 

globulines. Le  nombre de ponts disulfure de ces protéines peut exp l i -  

quer l ' importance de l a  radioact iv i té retrouvée : 

Sérumalbumine 35 

Transferrine bronchique 3 2 

Immunoglobulines 78 

II apparaît ainsi que l ' ac t ion  du mercapto-éthanol se situe 

au niveau des ponts disulfure des protéines de sécrétion e t  non au 

niveau de l a  fract ion r iche en oses combinés qui  correspond aux 

m ucines. 

Nous verrons d ' a i  lleurs, lors de l 'étude de l a  composition 

en acides aminés des mucines bronchiques purifiées, que ces glyco- 

protéines sont pauvres en cystéine e t  ne possèdent pas de ponts disul- 

fure. 



Le  réseau f i  b r i  l laire apparaît ainsi comme une association 

des mucines par l ' intermédiaire de ponts d'union réalisés par les pro- 

téines du mucus riches en ponts disulfure. 

Ces résultats s'accordent d 'a i l leurs avec la grande sensibi- 

li té vis-à-vis des agents réducteurs des mucus de sujets asthmatiques 

dont nous avons déjà souligné l a  richesse en protéines e t  surtout en 

immunoglobulines : IgA. (DEGAN D) (41) 

La  solubi l isat ion de l a  phase f ib r i l l a i re  peut donc être obte- 

nue par  réduction douce du mucus bronchique lavé e t  dialysé. La  pou- 

dre lyophi l isée de mucus f ib r i l l a i re  est remise en suspension en tam- 

pon phosphate 0,075 - M de pH 7,3 à la  concentration de 10 mg par 

m i l l i l i t r e .  Après 24 heures d 'ag i ta t ion à +40Cr l a  réduction du mucus 

est effectuée à l 'a ide du mercapto-éthanol ut i l isé à la  concentrat ion 

de 1 p .  100 (v/v) pendant 4 heures à 37OC. Une centr i fugat ion à 

3.000 tours/minute pendant 15 minutes permet de séparer le mucus 

solubil isé d 'un cu lo t  de réduction qu i  est é l iminé.  Le surnageant ou 

gel rédu i t  est dialysé contre eau d is t i l lée  pendant 8 jours à +40Cr 

puis Iyophi  Iisé. 

2) Etude é lectrophoré t ique e t  immunoé lectrophoré t ique 

des ~ r o d u i t s  de réduction du mucus f ib r i l l a i re  

Les produits de réduction du mucus f ib r i l l a i re  représentent 

60 à 7 0  p .  100 du mucus lyophi l isé. Les études électrophorétiques et  

immunoé lectrophoré tiques nous ont  permis de caractériser e t  d' iden- 

t i f ie r  leurs composants majeurs (Figure 1 ) .  



a) Electrophorèse en agarose à EH 8,2 ........................ 
L 'é tude électrophorétique en agarose à pH  8,2 permet de 

caractériser quatre groupes de composants en fonction de leur mobi- 

l i t é  électrophorétique e t  en fonct ion de leur a f f in i té  t inc tor ia le  

vis-à-vis de trois types de colorat ion : 

- LIAmidoschwarz : colorant des protéines. 

- Le  réact i f  de Schi f f  après oxydation per iodique : colora- 

t ion des glycoprotéines (PAS). 

- Le  Bleu de Toluidine : colorant basique révélant  les molé- 

cules de caractère acide. 

Quat re  groupes de constituants peuvent ainsi être décrits : 

- Une fract ion mineure révélée par le Bleu de Toluidine, 

de migrat ion très anodique, possède un comportement é lectrophoré- 

t ique analogue à ce lu i  des acides nucléiques. 

- Une seconde f ract ion uniquement colorée par I 'Amidos- 

chwarz, possède une mobi l i té  identique à ce l le  de la sérumalbumine. 

- Sur le  versant anodique du godet de dépôt, un ensemble 

de composants sont colorés par I'Amidoschwarz, par le  PAS e t  pré- 

sentent un front anodique intensément révélé par le  Bleu de Toluidine 

donnant parfois une métachromasie qu i  traduit  l 'existence à ce n i -  

veau de glycoprotéines de caractère polyanionique. 

- Enfin, dans l a  zone de migrat ion cathodique, une frac- 

t ion protéique colorée par I'Amidoschwarz, possède un comportement 

analogue à ce lu i  d'une préparation témoin de lysozyme. 



b) Etude immunoélectrophorétique en agar de pH 8,2 ........................ ------------------ 
L'étude immunoélectrophorétique de l a  préparation d'adia- 

lysable rédui t  du mucus f ib r i l l a i re  est réalisée à l ' a ide  d'immunsérums 

préparés tï par t i r  du sérum humain total, de la  salive, d 'une fract ion 

de l a i t  de Femme (qui contenai t  des IgA, de la lactotransferrine 

e t  un peu de sérumalbumine). Enfin, nous avons également disposé 

d'immunsérums préparés à part i r  de mucus bronchique réduit .  

Nous avons rapporté en 1966 (HAVEZ e t  a1.)(42)(43), la 

présence des IgA, de l a  transferrine et de la  ka1 l ic ré ine dans les 

sécrétions bronchiques. En 1965, TOMASI et  CO Il. (44) caractérisent 

un déterminant antigénique spécifique des IgA salivaires e t  colostra- 

les que leur étude par immunofluorescence permet de rattacher à une 

production glandulaire. Nous avons préparé chez le  Lapin un immun- 

sérum ant i - lgA colostrales selon un protocole ut i l isant  l e  zymosan 

(HAVEZ et  a1,)(45). Ce t  immunsérum révèle les IgA et  les I g G  du 

sérum humain saturé par  des I g G  purifiées, i l  est rendu spécifique des 

IgA du sérum (chahes lourdes a des IgA). Nous obtenons chaque fois 

un arc de précip i tat ion entre cet  immunsérum e t  les sécrétions bron- 

chiques. S i  nous saturons cet  immunsérum par une préparation dl lgA 

7s isolées du sérum humain, nous obtenons encore une réaction de 

précip i tat ion.  Ces résultats confirment pleinement ceux de TOMASI 

(44) en les généralisant aux sécrétions bronchiques. Nous avions pro- 

pose de dénommer chaîneas, cet te chaÎne nouvel le  incorporée dans 

l a  structure des IgA de sécrétion, et  dont la  présence do i t  être rappro- 

chée des caractères macromoléculaires des IgA de sécrétion (MUH)(46). 

Nous avons enf in  pu caractériser dans l e  mucus rédui t  la 

transferrine bronchique qu i  possède des sites antigéniques communs 



avec la  lactotransferrine identif iée et isolée par MO N TREU IL (47) 

du la i t  de Femme. 

Une protéine de mobil i te 6 -globulinique est présente dans 

le mucus réduit. I I  s'agit d'une 13 -globuline qui correspond à la 
25 

kallicréine, enzyme dont le rôle est maintenant bien établ i  dans la 

libération des kinines à part ir du kallidinogline plasmatique. 

Ces différents antighnes, IgA, transferrine, kal l icréine, 

ont pu également être identifiés dans le produit d'extraction de lam- 

beaux de muqueuse trachéale (HAVEZ et a l  .)@8 ) - 
Rappelons enfin que la présence de transferrine dans les 

glandes séreuses bronchiques a été démontrée en imm unofluorescence 

par MASSON, HEREMANS et PRIGNOT (49). 

II apparaît donc que les protéines du mucus f ibr i l la i re  sont 

d'origine tissulaire au même t i t re que les mucines bronchiques dont 

nous envisageons ultérieurement I 'origine tissulaire ou  ce1 lulaire. 

C) ISOLEMENT DES MUCINES BRONCHIQUES A PARTIR DU 

MUCUS REDUIT PAR LE MERCAPTO-ETHANOL 

Le protocole de préparation des mucines bronchiques a subi 

d'importantes modifications au cours de la  réalisation de ce travail. 

Les m6thodes de préparation des mucines sont basées essen- 

tiellement sur deux propriétés de ces glycoprotéines : 

- leur haut poids moléculaire 

- et leur caractbre acide. 



Les techniques que nous avons été amené à ut i l iser sont 

donc représentées par : 

- la  chromatographie de ge l - f i  l trat ion 

- I'électrophorèse préparative en f i lm l iqu ide à haut voltage 

- les échangeurs d' ions e t  plus part icul ièrement les échan- 

geurs d'anions du type ECTEOLA-cellulose. 

Divers couplages de ces techniques on t  été comparés en 

fonct ion de l a  composition en acides aminés des mucines purif iées. 

1) Couplage de I'électrophorèse préparative en f i lm l iquide 

e t  de la  chromatographie sur colonne de Sepharose 2B 

a) Electroehorèse e r é ~ a r a t i v e  haut voltage en f i lm ------ ------ - .......................... 
l iquide ~ P H  8,6 *- ----- 

Cet te  technique d'électrophorèse à haut  voltage représente 

une méthode de choix pour l 'analyse des produits de réduction du 

mucus f ibr i  l la i re .  Nous rapportons figure 3 l e  diagramme obtenu 

chez un malade de groupe sanguin A at te int  de bronchite chronique. 

400 mg d'adia lysable réduit  sont soumis à I'électrophorèse 

pr6parative. L'électrophorèse est réalisée sous une tension de 

1,750 à 1.850 volts e t  une intensité de 160 mA. La  vitesse d ' in jec-  

t ion dans l a  chambre d'électrophorèse est de 70 m l/heure. Le  point  

d ' in jec t ion se situe au niveau du 40ème tube. L a  lecture à 260 e t  

278 nm, le  dosage à I 'o rc ino l  des 48 tubes qu i  correspondent au 

fractionnement nous permettent d' individual iser c inq  fractions : 

A l 'extrémité anodique du diagramme (tubes 1 à 5), une 



fract ion bien indiv idual isée correspond à des acides nucléiques, 

caractérisés par leur spectre d'absorption. Etudiés en électrophorèse 

en agarose à pH 8,2, ces acides nucléiques sont intensément colorés 

par le  Bleu de Toluid ine.  

Les tubes 6 à 12 représentent l a  f ract ion la  plus importante 

quanti tat ivement. C e  groupe majeur préc ip i te  à pH 2,3 e t  possède 

en électrophorèse en agarose à pH  8,2 une mobi l i té  anodique. Colo-  

rées par le  réact i f  de Schi f f  après oxydation periodique, les glyco- 

protéines qui  le  consti tuent présentent une intense af f in i té  t inc tor ia le  

pour le Bleu de Toluid ine.  Cette f ract ion correspond essentiellement 

à des glycoprotéines de caractère acide, l a  préparation étant  

souil lée par la  présence de sérumalbumine mise en évidence en 

imm unoé lectrophorèse. 

Les tubes 13 à 22 correspondent également à des g lycopro- 

téines riches en oses e t  sont bien individual isés dans l a  courbe de 

dosage à I 'orc inol .  Cet te  fract ion possède une fa ib le  absorption à 

260 et  à 278 nm. Etudiée en électrophorèse en agarose, cette prépa- 

rat ion est colorée à l a  fois par I 'Amidoschwarz e t  par l e  réact i f  de 

Schi f f  apres oxydat ion periodique qui  confirment sa nature glycopro- 

téique. El le possède d'autre part, et  cec i  l a  distingue également de 

l a  fract ion précédente, une act iv i té  importante de substance de 

groupe sanguin A. Son caractère acide moins marqué est mis en 

évidence par l 'absence de révélat ion par l e  Bleu de Toluidine. 

L'immunoélectrophorèse montre que cette substance de groupe san- 

guin est soui l lée pa r  l a  présence d 'un fa ib le  contingent de transferrine 

bronchique. 



A u  niveau des tubes 23 à 40, la  réaction à I 'o rc ino l  est 

faible. O n  note l 'absorption des fractions à 278 nm. L'étude é lectro- 

phoré t ique e t  imm unoé lectrophoré t ique des différentes fractions sépa- 

rées en fonction de leur absorption à 278 nm permet d ' ident i f ie r  la  

transferrine bronchique, les IgA, puis l a  ka l l i c ré ine au voisinage du 

point  de  dépôt où l 'on peut noter l a  présence d'un fa ib le contingent 

de glycopeptides neutres caractérisés par l e  dosage à I 'o rc ino l .  

Une f rac t ion protéique obtenue dans les tubes 41 à 48 

occupe l a  part ie cathodique du diagramme. El le correspond à un com- 

posant basique déjà décr i t  lors de l 'é tude du mucus rédui t  en électro-  

phorèse en agarose. II s'agit  du lysozyme bronchique dont nous avons 

pu vér i f ie r  l ' a c t i v i t é  sur Micrococcus lysodeikticus. 

L'électrophorèse préparative en f i lm l iquide à haut vol tage 

permet donc un fractionnement satisfaisant des composants du mucus 

réduit. El le assure une indiv idual isat ion beaucoup plus nette que 

l 'électrophorèse en agarose de deux groupes majeurs de glycoprotéi -  

nes (F e t  F ) dont  l e  moins anodique possède une importante ac t i v i té  2 3 
de substance de groupe sanguin (Fg). 

L a  composition glucid ique e t  leur ac t iv i té  b io logique souli- 

gnent leur parenté structurale avec les glycoprotéines épithél iales. 

Les fractions F e t  F se distinguent toutefois par leur richesse en 2 3 
acide sial ique e t  en sulfate (tableau II). 

La  f rac t ion F cont ient  1 1 p .  100 d 'acide sialique, mais 
2 

également 5,5 p. 100 de groupement sulfate. La  présence simultanée 

d 'acide sial ique e t  de sulfate dans les mucines de caractère acide 

peut être le  fa i t  d 'une structure hybride des mucines ou  le  f a i t  

d'un mélange de mucines riches en acide sial ique et  de mucines 



sulfatées. L 'ac t ion  de l a  neuraminidase sur l a  fract ion F obtenue en 2 
électrophorèse préparative nous a permis de constater l 'hétérogénéité 

de cet te  f ract ion et  nous a amené b rechercher un autre protocole 

visant b obtenir  la séparation de ces deux groupes de mucines. 

Tableau II 

Composition glucid ique des glycoprotéines ép i  thé l iales 

séparées en électrophorèse préparative en f i lm l iquide à haut voltage 

II faut  toutefois noter que l 'on ne peut obtenir une pur i f i -  

ca t ion tota le de ces glycoprotéines puisque l a  fract ion II est soui l lée 

de sérumalbumine e t  que la  transferrine possède une mob i l i t é  é lec-  

trophorétique qui  la  situe au niveau du versant cathodique de l a  

f ract ion III. 1 1  apparaît donc impossible, de pur i f ie r  les mucines 

bronchiques, par une seule étape de fractionnement é lectrophor6tique. 

Nous rapportons dans l a  f igure 4 les résultats de l 'étude de 

quatre sécrétions bronchiques ind iv idue l  les. O n  reconnaît fac i  lement 

les groupes essentiels caractéristiques des composants f ibr i l la i res.  

Dans tous les cas, exceptée l 'observation de cancer bronchique 

3 

20 

19 

15 

4 

O 

H exosam i n  es 

Hexoses (galactose) 

Fucose 

Ac ide  sial ique 

Sulfate 

F2 

19 

17,5 

915 

1 1  
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(Observation n o  4), le  groupe des glycoprotéines acides représente 

la f ract ion majeure. Dans l e  cas du sujet de groupe sanguin B non 
a 

sécréteur, on retrouve une importante ac t i v i té  Le  . O n  peut noter 

b travers les résultats des observations n o  1 e t  n o  3, la  grande 

var iab i l i té  de l a  f ract ion F qui est essentiellement responsable 3 
de l 'ac t iv i té  A o u  H des sécrétions bronchiques étudiées. 

Notons enfin, que dans les observations n o  2 et  n o  3, 

la  séparation électrophorétique est satisfaisante e t  permet d'obtenir 

le  groupe des glycoprotéines acides. II en est autrement pour 

les observations n o  1 e t  no  4 où la séparation des glycoprotéines 

acides et des glycoprotéines riches en fucose est peu satisfaisante. 

L ' ac t i v i t é  de groupe sanguin des mucines acides a été 

étudiée chez ces différents malades. Cet te  ac t i v i té  mesurée par 

une méthode d ' inh ib i t i on  de I 'hémagglut ination spécifique nous 

permet de neutral iser avec 156 microgrammes de préparation de 

FIE.  . . (bronchite chronique) 1 m l  d'immunsérum ant i -A qui  t i t re  

1/32. 72 microgrammes de préparation de LAF.. . (asthme) 

inhibent la même quanti té d'immunsérum ant i -H ayant la même 

ac t i v i té .  

II faut  par  contre 1,25 mg de préparation de MUL. .  . 
(cancer bronchique) pour inhiber 1 m l  de I'immunsérum ant i -A.  

Les fract ions obtenues chez PUD.. . (sujet de groupe B) 

ne possèdent aucune ac t i v i té  de substance de groupe sanguin. 



b) Chromatographie de ge l - f i l t ra t ion du mucus réduit  ---------- ................................ 
L a  chromatographie de ge l - f i l t ra t ion of f re l a  possibi l i té de 

fract ionner les constituants du mucus rédu i t  en fonction de leur 

t a i l l e  moléculai re.  Cet te  chromatographie peut être adaptée selon 

le  type de Sephadex ut i l isé à la  préparation des protéines réduites ou  

à la séparation des mucines bronchiques de plus haute t a i l l e  molécu- 

la i re.  

1 O )  Chromatogra~hie  de ge l - f i l t ra t ion sur ------------ 

L e  mucus rddui t  (250 mg d'adialysable) est déposé sur une 

colonne de Sephadex G-200 (53 x 4 cm) équi l ibrée en tampon Tris 

0, l  - M I  N a C I  M. L 'é lu t ion  est obtenue par passage de ce même - 
tampon. L ' é l ua t  est recue i l l i  par fractions de 5 m l  sur col lecteur e t  

la lecture de l a  densité optique à 278 nm permet d ' ident i f ie r  quatre 

fractions. 

- L a  première f ract ion quanti tat ivement la  plus importante 

est étudiée en agarose à pH 8,2. El le possède une mobi l i té  anodique 

faible, migrant  immédiatement en avant du godet de ddpôt. El le est 

révélée par I'Amidoschwarz, mais surtout e t  très intensément par le  

PAS. Le  f ront  anodique prend l a  colorat ion par l e  Bleu de Toluidine. 

Les immunsérums anti-pro téines sériques et  anti-protéines 

de l a i t  révèlent  dans cet te fract ion les IgA. L' importance de l a  colo-  

rat ion PAS nous permet d'envisager que cet te f ract ion est essentielle- 

ment de nature glycoprotéique. 

- L a  seconde fract ion correspond à un mélange de trans- 

ferrine, de 82s -g lobul ine e t  d'albumine. 



- L a  f ract ion III est ident i f iée à la ka l l i c ré ine  e t  à la  

sérumalbumine. 

- L a  f ract ion IV qu i  correspond à un sous-fractionnement 

de F III cont ient  essentiellement la  sérumalbumine. 

Ce  système chromatographique de ge l - f i l t ra t ion sur 

Sephadex G-200  n'est donc pas adapté au problème de l a  séparation 

des mucines puisque ces dernières exclues du ge l  sont éluées en 

même temps que les IgA. 

L 'appar i t ion récente des gels de Sepharose nous a permis de 

reprendre cet te étude de la  ge l - f i  l t ra t ion appliquée directement sur 

l e  mucus réduit .  

2') Chromatogra_phie d'exclusion sur Sepharose 2B ------ ----------------- 
ou 4B - - - 

300 mg de mucus réduit  repris dans 10 m l  de tampon Tris 

0, l  M N a C l  0,2 M de pH  8,0, sont déposés sur une colonne - - 
(60 x 4,5 cm) de Sepharose 28. L ' é l u t i on  est suiv ie par lecture des 

variations de densité optique mesurées à deux longueurs d'onde : 

260 e t  278 nm. O n  é tab l i t  en outre, pour ident i f ie r  les mucines, la  

courbe du dosage des oses combinés par  l a  méthode à I 'orc inol  sul- 

fur ique adaptée à l'auto-analyseur Technicon. Trois fractions sont 

individualisées e t  séparées en fonction de leurs poids moléculaires. 

(f igure 2 ) 

- Une f ract ion exclue du ge l  de Sepharose correspond à ce 

que nous dénommons "muco-protéine". II s'agit  en f a i t  d 'un complexe 

de haut poids moléculai re dans lequel nous avons pu montrer la  pré- 

sence d'une d ipa lmi  toy l - léc i  thine (surfactant d 'or ig ine alvéolai re)  



associé à I'ensemble des mucines acides du mucus. 

- Une fract ion retardée s'inscrit sur l e  diagramme en fonc- 

t i on  de sa réponse au dosage à I 'o rc ino l .  El le possède une absorp- 

t i on  très fa ib le  à 260 e t  278 nm. II s'agit  de I'ensemble des glyco- 

protéines épi thél ia les du mucus rédui t  parmi lesquelles se localise 

l ' ac t i v i té  de groupe sanguin. 

- L a  f ract ion l a  plus retardée, correspond à I'ensemble des 

protéines du mucus. L 'étude é lectrophorétique en agarose e t  surtout 

l 'étude immunoélectrophorétique permet de caractériser les IgA, la  

transferrine, la  sérumalbumine, l a  ka l l i c ré ine e t  l e  lysozyme. Des 

éluats glycoprotéiques de plus fa ib le  t a i l l e  moléculai re y sont égale- 

ment caractérisés. II est possible de soumettre cet te  f ract ion à une 

seconde chromatographie adaptée au fractionnement des protéines du 

mucus. 

La  chromatographie de ge l - f i l t ra t ion sur Sepharose nous 

permet donc d 'étudier  le  rapport mucoprotéine/mucine/protéine d'un 

mucus réduit. II apparaît ainsi que les glycoprotéines de sécrétion 

sont éluées en une seule fraction, ce qui  souligne l 'homogénéité de 

t a i l l e  moléculai re des mucines bronchiques, que l le  que soit l ' impor- 

tance de leur caractère acide. II nous faut surtout retenir  la  possibi- 

l i t é  d 'é l iminer  par ce type de fractionnement le  complexe mucopro- 

tbine-surfactant a lvéo la i re  de I'ensemble des mucines. 

Ces r6sultats nous ont  amené à associer ces deux méthodes 

de fractionnement : Sepharose 2B ou 4B et  électrophorèse préparati- 

ve  en f i lm l iqu ide à haut voltage, pour améliorer la  pur i f ica t ion des 

m ucines séparées. 



c) Couplage Sepharose 2B - Electroehorèse préparative --- ------ ----------------- ------ - ------- 
à haut vol tage ------------- 

Le mucus rédui t  est soumis à une ge l - f i l t ra t ion sur colonne 

de Sepharose 2B. Nous il lustrons f igure 5 le résultat de ce fract ion- 

nement à part i r  d 'un mucus réduit  de kyste bronchogénique. Les 

fractions obtenues après ge l - f i l t ra t ion sont dialysées et  lyophilisées. 

La  f ract ion II qu i  correspond à l'ensemble des mucines débarrassées 

de l a  mucoprotéine e t  des protéines d 'or ig ine sérique ou tissulaire, 

f a i t  l 'ob je t  dans un second temps, d'une électrophorèse préparative 

à haut voltage réalisée dans les conditions déjà précisées. 

Le  dosage à I 'o rc ino l  permet d ' i den t i f i e r  deux groupes de 

constituants, l ' un  de mobi l i té  très anodique correspond à une mucine 

de caractère sulfaté (comme l 'ob jec t ive  le  dosage semi-quanti ta t i f  

du sulfate effectué sur les d i x  premiers tubes). Une seconde fract ion 

possède l a  mobi l i té  électrophorétique des mucines de caractère 

neutre b act iv i té  de groupe sanguin. 

Ce couplage s'avère très satisfaisant lorsqu' i l  s 'agit  de 

fract ionner deux populat ions distinctes telles que celles que nous 

avons rencontrées dans cet te  sécrétion de kyste bronchogénique. 

E l  l e  l 'est déjà beaucoup moins lorsqu'apparaît un gradient progressif 

du caractère polyanionique te l  qu'on le  rencontre dans de nombreu- 

ses hypersécrétions pathologiques. 

Nous rapportons dans le tableau III les compositions en 

acides aminés de mucines purif iées par ce type de fractionnement 

dans un cas de bronchi te chronique (STE. .  . )  e t  ce l l e  d'une sialomu- 

c ine isolee d 'une hypersécrétion de mucoviscidose. 

O n  constate une grande hétérogénéité dans la  teneur g lo-  

bale de ces préparations en acides aminés : 15 à 25 p .  100 du poids 
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Tableau III 

C o m ~ o s i  t ion en acides aminés 

de mucines préparees par couplage de l'électrophorèse préparative 

e t  de la  chromatographie sur colonne de Sepharose 2B 

(Résultats exprimés en résidus d'acides aminés pour 100 résidus) 

AS P 

THR 

S ER 

GLU 

PRO 

GLY 

1 Bronchite 

(S TE 
1 

SuIfo- 
sialomucine 

ALA 1 8 / 8 2  

CYS 

VAL 

MET 

IL EU 

LEU 

TYR 

P W E  

LYS 

H I S  

ARG 

Acides aminés ( i ) I  

traces 

4 / 1 7  

traces 

(i) Résultats exprimés en pourcent 

chroniaue 

Fucom ucine 

- - -- - 

ige du poids sec. 

Mucoviscidose 

2 
Sialornucine 



sec de l a  préparation. La  somme SER + THR représente 29 à 35 résidus 

pour 100 résidus d'amino-acides. O n  retrouve en outre de fa ib le  

quanti té de cystéine. 

2) Fractionnement du mucus rédui t  par précip i tat ion en 

m i l i eu  acide e t  chromatographie d'exclusion sur ge l  

Cet te  possibil i té de fractionnement du mucus bronchique en 

m i l i eu  acide a été appliquée dès 1958 e t  1959 par  BUKANTZ e t  

B R 0  G A N .  BUKANTZ (50) préconise l 'hydrolyse chlorhydrique ména- 

gée à pH 2,3. B R 0  G A N  (51) ut i l ise la  digestion par la  pepsine à 

pH  2,3 sur une poudre acétonique d'expectorat ions. Les deux auteurs 

démontrent l a  présence de substances à ac t i v i té  de groupe sanguin 

dans l a  f ract ion soluble à pH 2,3. 

L e  préc ip i té  à p H  2,3 désigné sous le  nom de "mucoprotéine" 

par B R 0  GAN (51 ) est soluble dans l 'eau et  apparaît homoghne en 

électrophorèse. BROGAN (51) donne la composition chimique de ce 

précip i té pH  2,3 : 26,3 p. 100 de sucres réducteurs totaux, 14,3 p. 100 

d'osamines, 8,7 p. 100 d'azote tota l  e t  0,75 p .  100 de phosphore. 

La  présence de ce t  élément l'amène à envisager la  possibil i té d'une 

contamination par des acides nucléiques. Parmi les oses réducteurs, 

B R 0  G A N  iden t i f i e  le  galactose, l e  fucose et  l e  mannose. L a  pré- 

sence de mannose est un élément qui  évoque également la  possibil i té 

d'une contamination des mucines par des glycoprotéines d 'or ig ine 

sérique. Le  mannose est en effet toujours absent de l a  copule po ly-  

saccharidique des mucines purif iées. 

Nous avons repris ce fractionnement par  précip i tat ion au 

po in t  isoélectr ique et  nous l'avons appl iqué à l'ensemble du mucus 



rédui t  pour obtenir, à l a  dif férence de B R 0  GAN, les mucines dans 

leur é ta t  nat i f  en dehors de toute protéolyse i n i t i a l e .  

a) Précip i tat ion ---- à p H  2,3 

Avec de  I 'ac ide chlorhydrique normal, on abaisse à la 

valeur de 2,3 l e  p H  d'une solution de mucus rédu i t  à 0,6 p. 100 

dans l 'eau d is t i l lée .  Le précip i té se forme dès l 'add i t ion de l 'ac ide 

chlorhydrique e t  passage à pH 2,3. Par centr i fugation pendant 

10 minutes à 3.000 tours/minute, le précip i té est séparé du surna- 

gean t. Après neutralisation, les fractions sont dialysées e t  lyophi li- 

sées. 

Ce fractionnement en mi l i eu  acide, étudié par ROUSSEL 

(42) nous permet d 'obtenir  deux fractions, l 'une précip i tée à pH 2,3, 

l 'autre soluble dans ces conditions : 

Le p réc ip i  té pH  2,3 qui  correspond à 30  p. 100 de I 'ad ia ly -  

sable du mucus f i b r i l l a i r e  est étudié en électrophorèse en agarose à 

pH 8,2. Après une migrat ion de une heure sous une dif férence de 

potent ie l  de 20 vol ts aux extrémités de la  lame, on peut reconnaître 

trois f ract ions : 

- La  première, de migrat ion anodique très rapide, colorée 

par le  Bleu de Toluid ine correspond aux acides nucléiques. 

- La  seconde, colorée par I 'Amidoschwarz, possède une 

mobi l i t 6  électrophorétique analogue à ce l le  de l a  sérumalbumine. 

Son ident i f ica t ion est d ' a i l  leurs complétée par  immunoé lectrophorèse 

où l 'on obtient un arc de précip i tat ion en présence d'un immunsérum 

anti-protéines sériques humaines. 

- Une f ract ion de mobi l i té a B -g lobul in ique est colorée pa r  
2 

I'Amidoschwarz e t  par le  PAS. Elle est également révélée par le 



Bleu de Toluidine. Toutefois, cet te  préparation apparaît hétérogène 

en immunoé lectrophorèse où il est possible de caractériser l a  présence 

d ' lgA e t  de transferrine bronchique sous la  forme de deux arcs de 

pr6cip i  tat ion de mobi l i té  a 8 -g lobul in ique.  
2 

L a  préc ip i ta t ion en m i l i e u  acide des rnucines acides riches 

en acide sial ique ou  en groupement sulfate, ne permet pas d 'év i ter  

une contamination des mucines par les IgA e t  la  transferrine qu i  sont 

entraînées par un phénomène de coprécip i  tat ion. 

L e  surnageant pH 2,3 qu i  représente dans l 'observation étu-  

diée 28 p. 100 de I 'adialysable du mucus nati f ,  possède une impor- 

tante ac t i v i té  de groupe sanguin. Les techniques électrophorétiques 

montrent la  présence dans cette f ract ion des "protéines de sécrétion". 

La contamination existe là encore comme dans l e  cas du précip i té 

pH 2,3. 1 1  semble bien que ces protéines associées aux rnucines 

demeurent solubles ou précip i tent  en fonct ion de leur a f f in i té  pour 

les mucines, mais non en fonction de leur comportement propre en 

mi l i eu  acide. 

Les rnucines présentes dans l e  surnageant pH 2,3 sont fa ib le-  

ment colorées par  I 'Amidoschwarz e t  sont intensément révélées par 

le PAS. 

L'absence de colorat ion par  le  Bleu de Toluidine confirme 

la répart i t ion des rnucines dans les deux fractions séparées à pH  2,3 : 

- Mucines riches en fucose : solubles à pH 2,3 

- Mucines acides (colorées par le  Bleu de Toluidine) : pré- 

c ip i  tees à pH  2 , 3 .  

L e  fractionnement à p H  2,3 nous permet donc de séparer 

les mucines en deux groupes : rnucines riches en fucose e t  rnucines 

acides. 



L a  contamination par les protéines demande une étape 

supplémentaire pour la  préparation des deux catggories de mucines. 

b) Pur i f icat ion de l a  f ract ion soluble à p H  2,3 ............................... ------ 
Cet te  f ract ion correspond à l'ensemble des fucomucines 

souil lées de protéines comme nous l'avons vu dans l 'é tude immuno- 

Le surnageant pH  2,3 est déposé sur une colonne de Biogel 

P 200 équi l ibrée en tampon de pH 8,6 (urde 4 - M, N a C I  0,5 - M, 

Tris 0,076 - M, Ac ide  c i t r ique 0,005 - Ml EDTA 0,01 M) .  L a  lecture 

au spectrophotomètre à 278 nm et  l e  dosage des oses à I ' o rc ino l  

nous permettent d'obtenir le diagramme rapporté dans la  f igure 6 . 
Cet te  chromatographie sépare une fract ion exclue de la  

colonne que l 'on met en 6vidence essentiellement sur l a  courbe obte- 

nue par le  dosage des oses à I 'o rc ino l .  Les composants mineurs sont 

retardés sur colonne de Biogel e t  sont identi f iés par électrophorèse e t  

immunoélectrophorèse. Etudié en électrophorèse à pH  8,2, l e  compo- 

sant exc lu  de l a  colonne apparaît homogène ; i l  est r iche en glucides 

combinés comme le montre l a  révélat ion intense par le réact i f  de 

Schi f f  après oxydation periodique. Cet te  f ract ion correspond aux 

mucines bronchiques. 

Nous rapportons dans l e  tableau I V  les compositions en 

acides amin6s de mucines bronchiques indiv iduel les d ' ac t i v i t é  A 

et  H purif iéespar ce protocole de fractionnement. 

O n  peut noter là encore de grandes variations dans l a  

teneur en acides aminés de ces preparations : 16 b 27 p. 100 du 

poids sec. 



Tableau IV  

Composition en amino-acides de m ucines faiblement acides,so lubles 

à pH 2,3 et chromatographiksur Biogel P 200 

(Résultats exprimés en résidus d'acides aminés pour 100 résidus) 

ASP 

THR 

S ER 

GLU 

PRO 

GLY 

ALA 

CYS 

VAL  

IL E 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

HIS 

ARG 

* 
A.A.  

(i) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

Ac t i v i t é  de groupe sanguin 

A 
1 2 3 4 5 6 

4,4 6,O 7,O 7,6 6,3 6 ,5  

23,8 19,3 15,8 16,2 15,6 16,9 

15,6 13,3 12,9 12,O 12,2 12,4 

6 ,5  7,8 8,O 10,O 7,8 8,4 

10,7 10,9 9 ,3  10,7 8,2 9,4 

10,7 11,5 13,8 8,1 8 ,5  7 , l  

9,O 8,7 8,5 9,O 8,2 7 ,4  
- - - - 1,5 2,5 

3 ,6  4,4 3,9 6,O 511 5,5 

2,O 1,6 1,5 2,7 2,5 2,9 

5,O 6, l  6,O 8,O 6,4 5,9 

- 019 1 1 1  - 411 210 

2,2 2,4 215 - 3,9 2,6 

2,8 2,5 3 ,3  4,3 3,5 3,7 

112 - - 210 - - 
2,5 2,8 2,7 3,4 3,7 3,7 

11,6 12,9 13,9 20,7 22,5 26,4 

1 

H 

6,6 

16,7 

12,2 

8,O 

9,9 

11,4 

9,4 
- 

4,5 

2,6 

6,7 
- 

3,3 

3,7 
- 

3,O 

19,2 



Pour préciser la  nature des glycoprotéines épi thél ia les 

ainsi isolées, la préparation obtenue après chromatographie sur 

colonne de Biogel P 200 est étudiée en ultracentr i fugation (figure 6 ) .  

Trois composants sont caractérisés : 

- 24 p. 100 d'une f ract ion de coeff ic ient  de sédimentation 

apparent 14,5 S .  

- 67 p. 100 d'une f ract ion de coeff ic ient  de sédimentation 

apparent 9,2 S .  

- et  9 p. 100 d'une f ract ion de coeff ic ient  de sédimentation 

apparent 4 , 3  S. 

Cet te  hétérogénéité e t  I ' importance d 'un composant de 

haut poids moléculaire (14,5 S) nous ont amené à adopter une f i l t ra-  

t ion sur colonne de Sepharose 2B. Le fractionnement obtenu object ive 

parfaitement la  répart i t ion en trois groupes de constituants dont 

I ' importance relat ive est superposable à l'analyse fournie par I 'u l t ra-  

centr i fugation (figure 6 ). 

Nous rapportons dans le tableau V les compositions en 

acides amines obtenues dans l 'étude du composant de haut poids mo- 

léculaire ident i f ié  à la "mucoprotéine" déià étudiée plus haut et de 

la  mucine ainsi puri f iée. Cet te  mucoprotéine r iche en acide asparti- 

que, en acide glutamique et  en cystine peut expl iquer la  var iabi l i té 

de compositior en acides aminés observée dans le tableau IV. 



Tableau V 

Composition en acides aminés d'une mucine soluble à pH 2,3 et 

séparée de la "mucoprotéine" par chromatographie 

sur colonne de Se~harose 2B 
Résultats exprimés en résidus d'acides aminés pour 100 résidus) 

1 Mucoprotéine I ~ u c i n e  soluble à pH 2,3 

ASP 
THR 
S ER 
GLU 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
VAL 
IL EU 
LEU 
TYR 
PHE 
LYS 
H IS 
ARG 

Total A.A. i 

(*) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

L' introduction d'une étape de chromatographie de gel- 

f i l t ra t ion adaptée à la séparation de ces composants de haut poids 

moléculaire s'avhre donc indispensable à la pur i f icat ion des mwcines 

bronchiques. 

c) Purif ication des mucines précipitées à EH 2 3 ,,,,,,,--,,,,,,,,,-,, ,,, ,,,--,- - - - L m  

Le précipité formé à pH 2,3 est soumis b une seconde préci- 

pi tat ion en présence d'un ammonium quaternaire, le bromure de 

cé tyl-trimé thylammoni um ou Cetavlon, Cette pur i f icat ion par forma- 



t ion d'un complexe mucine acide - Cetavlon avai t  été util isée par 

TSUISHI, HASHIMOTO et  P IGMAN (52) pour la préparation des 

rnucines sous-maxillaires. Cette étape de précipitat ion par le Cetav- 

Ion a pour but d'él iminer les protéines contaminantes : Ig A- trans- 

ferrine. 

1 O) Précipitation p-ar le Cetavlon ------- ------- 
Le précipité pH 2,3 est solubilisé dans un tampon phosphate 

de sodium 0,01 - Ml pH 8,O à la concentration de 0,6 p. 100 (v/v). 

O n  ajoute le Cetavlon en solution à 10 p. 100 dans l 'eau distillée, 

à raison de 1 m i l l i l i t r e  pour 20 mi l l i l i t res de préparation. Cette addi- 

tion est faite goutte à goutte et sous agitation continue. Le précipité 

formé après une heure de contact à +4OC est séparé du surnageant 

par centrifugation. O n  le  redissout dans le chlorure de sodium 2,5 - M 

et le sel d'ammonium est éliminé par addition de terre à foulon 

(SCOTT)(%). La  solution est dialysée trois à quatre jours contre eau 

disti llée, puis lyophilisée. 

Les composants insolubles à pH 2,3 et  purifiés par précipi- 

tation par le Cetavlon, correspondent à I'ensem ble des rnucines 

acides. Une étude en ultracentrifugation nous montre la disparition 

des contaminants de faible ta i l le  moléculaire : 

Première préparation : 1 1,4 S 46 p. 100 

9,l  S 27,4 p. 100 

8,2 S 23,4 p. 100 

6,7 S 3,2 p. 100 

Deuxième préparation : 1 1,6 S 19 p.  100 

7,O S 77 p. 100 



L a  préparation des glycoprotéines acides précipitées par le  

Cetavlon, bien qu'homogène en électrophorèse, correspond donc en 

réalité à un groupe de molécules de tai l les moléculaires différentes. 

Tous les procédés de fractionnement (électrophorèse préparative à 

différents pH, chromatographie de gel - f i  l trat ion sur Sephadex G-200 

ou sur Biogel P 200-urée 4M) - s'avèrent impuissants à éliminer le 

composant de haute ta i l le  moléculaire. 

Seule la chromatographie sur Sepharose 2B ou 4B nous 

permet d'aboutir à la purif ication des mucines carboxyliques et sul- 

fatées du mucus f ibr i l la i re  en les séparant d'un groupe de composants 

de haute tai l l e  moléculaire. 

2") Etude - d - des m --- ucines acides isolées ---- 
La composition en acides aminés des mucines acides puri- 

fiées par chromatographie sur colonne de Sepharose 2B est rapportée 

dans le tableau VI. Le composant exclu du gel de Sephadex a une 

composition analogue à ce l le  de la "mucoprotéine"so1uble à pH 2,3. 

O n  note dans cette étape de pur i f icat ion la disparition des 

residus de cystine, la baisse notable des pourcentages de résidus 

d'acide aspartique et d'acide glutamique. Le pourcentage des résidus 

S E R  + THR est notablement augmenté. 

Nous avons pu démontrer à part ir de cette préparation de 

mucines acides l'existence de deux groupes distincts après hydrolyse 

par la neuraminidase (neuraminidase isolée de Diplococcus 

pneumoniae) (DUCHATELLE)(54), (RAN DOUX)(55). 

Après action de la neuraminidase, l'électrophorèse prépara- 

t ive en f i lm l iquide sépare deux groupes de glycoprotéines : les sulfo- 



Tableau V I  

Composition en acides aminés des divers composants séparés de l a  

f ract ion des glycoprotéines précipitées à pH  2 , 3  

e t  purif iées par l e  Cetavlon 

(Résultats exprimés en résidus d'acides aminés pour 100 résidus) 

(i) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

mucines q u i  conservent leur caractère po lyanionique et  les sialomu- 

G L Y  
ALA 
CYS 
VAL 
MET 
IL EU 
LEU 
TYR 
PHE 
LYS 
H I S  
ARG 

T o t a l A . A ,  * L 

cines q u i  ont, après act ion de l a  neuraminidase, un po in t  isoélectr i -  

que nettement supérieur. La composition en acides aminés de ces 

deux sous-fractions (tableau VI) laisse apparaître une di f férence por- 

810 
8 f 1  
210 
516 - 
3 f 2  
7 , 1  
2 f 7  
3 f 5  
4fO 
2 t o  
411 

2Of73O/o 

tant sur le  rappor4 &r6onine/sérine plus élevé dans les sialomucines 

que dans les sulfomucines. Ces mucines sulfatées présentent également 

& O  
9 , o  - 
4 t 6  - 
2 , 3  
4 f 4  
1 1 1  

117 
2 f 8  
210 
311 

15,50 O/o 

un pourcentage supérieur de résidus d'acides aminés dicarboxyl iques 

'4 

9 , 8  
9 , 4  - 
5 , o  - 
212 
5 , 4  
110 
210 
2 f 7  
2 f 4  
3 t 5  

9 , 5  O/o 

6 , 7  
9 t1  - 
4fO - 
2 f 2  
2 f 7  

1 f 9  
I f 1  
2 f 2  

15,8 O/o 



e t  surtout de g lycoco l le  dont l ' importance peut  être rapprochée de l a  

valeur plus fa ib le  du rapport thréonine/sérine de cet te classe de 

rnucines bronchiques. 

3) Couplage d 'une chromatographie d'échange ionique 

(ECTEOLA-cellulose) e t  d'une chromatographie d 'exc lu-  

sion sur colonne de Sepharose 2B ou 48 

La  d i f f i cu l té  d 'obtenir  par électrophorèse préparative ou 

par  précip i tat ion au po in t  isoélectrique, une séparation des rnucines 

en fonction de leur caractère acide nous a amené depuis trois ans à 

rechercher un protocole de fractionnement fondé sur I ' u t i  l isation 

d 'une chromatographie sur colonne dlECTEOLA-cellulose. 

Deux étapes sont nécessaires : 

La  première é tape consiste en une chromatographie d'échan- 

ge ionique sur colonne dlEcteola-cellulose : e l l e  nous permet selon 

un gradient cont inu ou  discontinu de séparer les rnucines en fonction 

de l a  composition de leur copule polysaccharidique. 

La  deuxième 6tape de ge l - f i l t ra t ion correspond à l a  pur i f i -  

cat ion ul t ime des rnucines obtenues sur échangeur d'ions. El le permet 

d 'é l iminer  les mucoprotéines de haute ta i l l e  moléculai re e t  les pro- 

teines du mucus bronchique. 

En deux temps, i l  est donc possible d 'obtenir  des prépara- 

tions hautement purif iées. Toutefois, plusieurs étapes de ge l - f i  l t ra- 

t i on  sont parfois nécessaires en fonction du rapport mucoprotéines/ 

mucines/protéines du mucus étudié. 



a) Protocole expérimental ----------- -------- 
500 mg d'adialysable réduit du mucus f ibr i l la i re  dissous dans 

une solution de N a C l  O, 1 - MI sont déposés sur une colonne dlEcteola- 

cellulose (40 x 4 , 5  cm). Après passage de la solution d'équil ibre 

de la colonne (NaCI O, 1 - M), un gradient discontinu est réalisé par 

passage successif des solutions suivan tes : 

N a C I  0,l M HCI 0,Ol N - - 
N a C l  0,3 - M HCI 0,01 N - 
N a C l  0,5 M HCI 0,01 N - - 
N a C l  0,7 M HCI 0,01 N - - 

L'élut ion est suivie par dosage des oses corn binés à I 'orcinol 

sulfurique sur auto-analyseur Technicon. La lecture à 260 et  278 nm 

nous renseigne sur la teneur en protéines ou en acides nucléiques des 

différents é Iuats. 

Nous utilisons le plus fréquemment ce système d'élution. 

Toutefois, il est possible d'appliquer un système d'élution selon un 

gradient l inéaire al lant de 0,l - M à 0,7 - M NaCl  HCI 0,01 - N. Le 

choix est déterminé par la quali t6 et la nature des mucines présentes 

dans les sécrétions étudiées. 

b) Résultats obtenus --------------- 
La  figure 7 il lustre les résultats obtenus en gradient conti- 

nu ou discontinu dans le cas de sécrétions de bronchite chronique ou 

de mucoviscidose. 

Nous avons, dans la plupart des cas, retenu le gradient 

discontinu ; toutefois, ce modèle de gradient discontinu dans son 

principe même apporte une définit ion assez ar t i f ic ie l le  des mucines 

acides. 



CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D' IONS 

SUR COLONNE D'ECTEOLA-CELLULOSE 

Gradient continu : Mucus &duit de mucoviscidose (Eti.. . )  

Gradient discontinu : Mucus rdduit de bronchite (Cha.. .)  

D.0.A 

- O rci no1 --- D . O .  278 nm 

2 - 

1 - 

Figure 7 

- Orcino l  

1 --- D . O .  278 nm 
.... .- .. D .O .  260 nm 

0,l M N a C l  0,1 M NaCl  0,3 M N a C l  - 0,5 M NaCl  0,7 M NaCl  
0, OIN HCI 0,01N HCI - 0 ~ 0 1 ~  - HCI 0 ~ 0 1 ~  - HCI 



Bien au contraire, les sécrétions bronchiques de mucovisci- 

dose se prêtent généralement au gradient continu e t  nous permettent 

de séparer deux à trois populations de sulfo-sialomucines. 

Nous pouvons résumer dans le  tableau VI1 le protocole de 

fractionnement actuel lement retenu pour la  pur i f ica t ion des diverses 

classes de rnucines bronchiques. Nous rapportons dans l a  f igure 8 

les résultats de l 'é tude é lectrophorétique de rnucines riches en fucose 

ayant diverses act iv i tés de groupes sanguins. 

Tableau VI1 

Etapes de pur i f ica t ion des diverses classes de rnucines 

extraites du mucus f ib r i l l a i re  de I ' e x ~ e c t o r a t i o n  

MUCUS FIBRILLAIRE 
LAVE ___) 

Réduction - par le mercapto-éthanol 

P.1oo 
Chromatographie de ge l - f i l t ra t ion  sur colonne 

de Sepharose 4B 
JI 

Chromatographie sur colonne dlEcteola- 
ce1 lulose 

Eluats : 0,l - M N a C l  0,3 M N a C l  0,5 M N a C l  0,7 M N a C l  

.1 
0,01-~ - HCI 0,01-~ - HCI  0,01-~ - HCI 

C J. J 
Sepharose 6B Sepharose 48 Sepharose 4B Sepharose 4B 

Contrôle des préparations par électrophorèse en agarose de pH 8,2. 

c) Compositions en acides aminés de rnucines pur i f iées --- ................................ 
car chromatographie sur Ecteola-cel lulose et  ge l -  ---------- - ............................. 
f i l t ra t ion  sur Sepharose 4B ou 6B -------------- 

Trois hypersécrétions bronchiques obtenues au cours de 



bronchites chroniques et  une expectorat ion de mucoviscidose de 

l 'Enfant on t  f a i t  l 'ob je t  de ce protocole de fractionnement. Nous 

rapportons dans l e  tableau V l l l  la  composition en acides aminés des 

mucines de bronchite chronique d'un malade de groupe sanguin O, 

dans les tableaux I X  e t  X f igurent les mucines de bronchite chroni- 

que de deux malades de groupes sanguin A, enf in le  tableau X I  con- 

cerne les mucines isolées dans I 'expectorat ion d'un enfant a t te in t  

de mucoviscidose. 

L'examen de ces résultats démontre immédiatement l a  teneur 

plus fa ib le  de ces préparations en acides aminés. Q u e l l e  que soit la  

sécrétion étudiée, les valeurs osci l lent  entre 8 et  12 p. 100 d'amino- 

acides totaux. A l'inverse, l e  pourcentage des résidus de serine + 
thréonine a t te in t  maintenant 45 à 50 p. 100 des résidus dosés. 

L e  tableau comparatif des compositions en acides aminés de 

quatre mucines ayant des act iv i tés de groupes sanguins H I  A e t  B 

(tableau X I I )  ne permet pas de rapprocher ces act iv i tés spécifiques 

des glycannes des faibles variations observées dans la  composition 

en acides aminés de ces préparations. 

Ces résultats démontrent l ' importance d'une étape de frac- 

tionnement sur Ecteola-cellulose. Ce t  échangeur ut i l isé en présence 

de concentrations salines relat ivement élevées permet d 'é l iminer 

les faibles traces de peptides e t  de protéines retenues sur les mucines 

bronchiques, même après plusieurs temps de chromatographie de 

ge l - f i  l t ra t ion ou d'électrophorèse préparative. 

L' importance que revêt l ' in t roduct ion d'une étape de chro- 

matographie sur colonne de cel lulose à pouvoir d'échange ionique 

est i l lustrée dans l e  tableau X I I  l où nous comparons les compositions 



Tableau Vlll 

Composition en acides aminés de rnucines préparées 

à part ir d'un mucus de bronchite chronique 

(Sujet de groupe sanguin O)  CHA .. 

THR 3 1 / 2 6  2 /  12 32 /72  1 /80  32t80 1 / 8 0  29127 1 / 6 8  

S ER 14/76 (n) 18/20 (*) 18/20 (*) 17/39 (*) 16/26 (*) 

1 GLU 1 4 / 0 0  2 / 8 5  2,9 1 3,26 3 / 8 4  I 

1M N a C I  3, - O15M N a C I  - 

1 ILE 1 2 /12  1 /90  2 /18  2 /06  2,45 1 

Of3M N a C I  - 
(a) 

017M N a C I  - 

GLY 

ALA 

CYS 

VAL 

0,3M N a C I  - 
(b) 

6 /36  6 /51  6 /73  8 /00  6 / 9 6  

10,30 9,59 9 / 8 8  1 O, 36 9 / 9 1  

- - - - - 
4 / 0 0  3 / 9 4  3 / 7 8  4 /16  4 / 2 8  

LEU 

TYR 

(i*) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec 

4 / 8 5  1,95 3 / 5 8  4 / 3 4  4 / 6 0  

- - - - - 
PHE 

LYS 

HIS 

ARG 

Total 
A.A.  

(***) 

1 /18  1 /09  1 /13  1 /25  - 
2 /36  1 /91  1/58 1/88 2 / 1 5  

2 /64  2 / 5 5  1 /92  2 /49  2 /84  

3 / 2 4  2 /12  1 /93  2 / 3 5  3 /42  

8,97% 1lIO5O/o 11,64% 10,62% 5,82% 

Th r 
( r )  Rapport - I ~ V S "  S er 

, LI [  1 r 
(i*) Résultats exprimés en résidus pour 100 résidus ri .- 



Tableau IX 

Composition en acides aminés de mucines préparées 

b partir d'un mucus de bronchite chronique 

(Sujet de  groupe sanguin A) WAS.. . 

ASP i 

THR 

S ER 

GLU 

PRO 

GLY 

011 M N a C I  
~ ~ 1 0 ~ 0 1  N 

F2A - 

3 / 0 4  

28/24 

16/40 

4 / 3 5  

11/35 

6 / 9 5  

0 , l  M N a C l  - 

2 / 9 9  

27 /01  

16/22 

4 / 5 7  

9 / 5 8  

7,39 

0,3 M N a C I  
~ ~ 1 0 ~ 0 1  N 

F4A - 

3 / 4 8  

27 /82  

16/92 

5 / 7 0  

12/15 

6,43 



Tableau X 

Composition en acides aminés de mucines préparées 

b partir de mucus de bronchite chronique 

(Sujet de groupe sanguin A) VER . . . 

(i) Résultats exprimés en résidus pour 100 résidus. 
(M) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 



Tableau X I  

Composition en acides aminés de mucines isolées à par t i r  des 

sécrétions bronchiques d'une mucoviscidose de l 'enfant  (ETI. . .) 
(Sujet de groupe sanguin A) 

(i) Résultats exprimés en résidus pour 100 résidus. 
( i i )  Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

ASP * 
THR 

S ER 

GLU 

PRO 

GL Y 

AL A 

CYS 

VAL 

IL E 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

HIS 

ARG 

O/o dd 'A.A.  
i* 

0 , l M  - N a C I  

d 

3 / 9 8  

24/51 

14/38 

5 /53  

10,44 

7 / 1 0  

9 /59  

4 / 5 0  

2,90 

5 / 3 0  

1 ,O1 

2 / 4 0  

3,20 

2 /37  

2 /78  

12/02 O/o 

OIIM N a C I  
0 ~ 0 1 ~  - HCI 

3 / 4 0  

26 /37  

15/07 

5 /79  

1 1 , l O  

0,25M N a C l  
o , o i N  - HCI 

4 /63  

26/30 

16/98 

4 / 5 9  

11/14 

0,35M N a C l  
o , o i N  - HCI 

2 /93  

30,23 

17\62 

3 /77  

11/57 

7 / 2 3  

9 /91  

3 /78  

2 / 0 9  

3 / 8 3  

- 
1 /18  

1 /94  

2 /13  

1 /79  

8 / 2 6  O/o 

7 / 2 5  

9 / 0 3  

3 / 7 7  

2 /59  

4 / 4 9  

2 / 4 4  

- 
2 / 4 9  

2 / 7 0  

3 / 4 9  

8 / 0 9  O/o 

8 / 1 0  

9 / 3 5  

3 / 9 5  

2 /04  

4 /28  

- 
1/29 

1/91 

2 /66  

2 /77  

7 / 1 6  O/o 



Tableau XI I  

Composition en acides aminés des mucines riches en fucose possédant 

une act iv i té de groupe sanguin et  purifiées par chromatographie 

sur Ecteola-cellulose e t  gel de Sepharose 4B 

ASP ** i 
I 

THR 1 
GLU 

SER 1 
PRO 

GLY 

AL A 

VAL 

IL E 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H IS  

ARG 

Total** 
A.A. 

THR 
S ER 

Ci,!A. . . WAS. . . 
(Hl  (A) 

( 5 2 3 .  
1, 1 - l - t  

i) THR + SER -.__- 
**) Résultats exprimés en résidus pour 100 résidus. I A 
(***) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 



Tableau X l l l  

Etude comparatifive de mucines isolées chez le même malade 

par deux protocoles de fractionnement différents 

sialo-su Ifomucines) 

Total A . A .  &* 



en acides aminés de deux préparations de mucines de mucoviscidose 

obtenues chez le  même enfant par fractionnement du mucus f ib r i l l a i re  

par couplage d'une électrophorèse préparative et  d'une chromatogra- 

ph ie  sur colonne de Sepharose 2B ou par introduction d 'une étape 

de fractionnement sur colonne d1EcteoIa-cellulose. 

D l  C H O I X  D 'UNE METHODE DE PURlFlCATION DES 

MUClNES BRONCHIQUES 

L 'é tude comparative des différents protocoles de fractionne- 

ment nous conduit à retenir  pour l a  pur i f ica t ion des mucines bron- 

chiques une chromatographie sur colonne dlEcteola-ce1 lulose des 

produits de réduction du mucus f i b r i  l laire, suivied'une pur i f ica t ion 

des fractions séparées par chromatographie sur colonne de Sepharose 

2B ou  4B. C e  choix est essentiellement guidé par l a  composition en 

acides aminés des préparations obtenues et  surtout par l a  reproduc- 

t i b i  I i t é  de composition que nous donne ce fractionnement appliqué 

à une même sécrétion. 

L'électrophorèse préparative en f i lm liquide, la  précip i ta-  

t ion à pH 2,3, la chromatographie de ge l - f i l t ra t ion ou  leurs diverses 

associations ne peuvent en aucun cas nous fournir des préparations 

homogènes dont la teneur en acides aminés soit infér ieure à 

13 p. 100 du poids sec de l a  préparation. 

II semble que les mucines contractent dans l a  sécrétion 

endobronchique comme dans l a  solution des produits de réduction des 

associations étroites avec les protéines et  les peptides qu'aucune de 

ces techniques ne suf f i t  à é l iminer,  Seul l 'échange ionique et  I ' u t i -  

l isat ion pour I 'é lu t ion de solution acide de forte molar i té s'avèrent 



capables de supprimer ces interactions. L a  chromatographie sur gel  

de dextran permet alors d'éliminer les nucléotides et quelques pepti- 

des de faible ta i l l e  qui peuvent être élués de l'échangeur dans les 

mêmes conditions. 



CHAPITRE III 

CRITERES DE PURETE DES MUCINES ISOLEES 

A u  cours de I 'étude comparative des methodes de fract ionne- 

ment et de pur i f ica t ion des rnucines bronchiques, l 'étude de la com- 

position en acides aminés est apparue rapidement comme un guide 

précieux pour le choix des méthodes utilisées e t  l 'appréciat ion de 

leur reproductibi l i té. Les caractéristiques remarquables de composi- 

t ion qu'offre l e  squelette pep t idique des rnucines bronchiques mé r i  - 
tent ainsi d 'ê t re  retenues pour la  def in i t ion de ces glycoprotéines. 

Les critères de pureté de nos préparations sont en outre 

appréciés par  les méthodes habituelles d'étude des protéines et  g ly -  

coprotéines : ident i f ica t ion des acides aminés en position N -termi- 

nale, étude en ultracentr i fugation des préparations isolées. La  dé ter- 

mination du volume par t ie l  spécifique et de l a  constante de dif fusion 

nous a permis de déterminer la masse moleculaire d'une de nos pré- 

parations. 



A) CARACTERISTIQUES REMARQUABLES DE LA COMPOSlTlO N 

EN ACIDES AMINES 

Les progrès réalisés depuis 1968 dans les méthodes de puri- 

f icat ion des mucines bronchiques apparaissent très nettement à la 

lecture du tableau XIV.  

La  diminution progressive de la teneur en acides aminés des 

préparations obtenues s'accompagne d'un enrichissement progressif 

du squelette polypeptidique en sérine et  en thréonine qui représen- 

tent 45 résidus pour 100 résidus dosés. La somme des résidus de sérine, 

de thréonine, de proline, de glycine et d'alanine représente 70 à 

78 p. 100 des acides aminés dosés. O n  peut encore remarquer I'absen- 

ce totale de cystéine et  le fa ible pourcentage d'acide aspartique 

dans les préparations purifiées. 

Le  nombre de résidus de prol ine représente environ la moi- 

t ié du nombre de résidus de thréonine et les résidus de glycine inter- 

viennent pour un tiers environ des résidus de sérine. 

Ces éléments de composition offrent donc tout un ensemble 

de caractéristiques remarquables du squelette polypeptidique des 

mucines bronchiques. 

B) IDENTIFICATION DES ACIDES AMINES EN POSITION 

N -TERMINALE 

Les préparations de mucines obtenues par électrophorèse 

préparative, précipitat ion au point  isoélectrique ou chromatographie 

de gel - f i  l trat ion présentent toujours plusieurs résidus d'acides aminés 



Tableau XIV 

COMPARAlSON DE MUClNES BRONCHIQUES PURIFIEES 

METHO DES 

Amino Acides Totaux 

RESIDUS/100 RESIDUS 

ASP 
THR 
S ER 
PRO 
GLY 
ALA 
CYS 
Basiques 

- SEPHAROSE 4B 
- ELECTROPHORESE 

(1 968) 

(1 2 préparations) 

20 à 24 p.  100 

PH 2,3 
SEPHAROSE 2B 

(1 970) 

(9 préparations) 

13 à 20 D. 100 

ECTEOLA 
SEPHAROSE 2B 

(1 972) 

(18 préparations) 

10 à 13 D. 100 

Acides Aminés 
N -terminaux ARG - HIS - LYS - PHE.. . ARG 



en posit ion N-terminale.  Par la  méthode de dansylation, nous carac- 

térisons dans ces préparations, I 'arginine, l a  lysine e t  la  phényl- 

alanine, parfois l 'h ist id ine.  Nous constatons une grande var iabi  li té 

des résultats d'une préparation à l 'autre. 

Les préparations obtenues par chromatographie sur colonne 

dlEcteola-ce1 lulose e t  ge l - f i l t ra t ion sur Sepharose 2 B  ne possèdent 

qu'un résidu d 'argin ine en position N-terminale.  Ces résultats sont 

constants pour toutes les mucines étudiées, quel  que soit le  caractère 

d 'ac id i té  des glycannes ou  l ' ac t i v i té  de groupe sanguin des mucines 

étudiées. 

Ces résultats nous amènent à envisager l 'existence d 'un 

squelette unipeptidique dans la  structure des diverses classes de mu- 

cines bronchiques. 

C) POIDS MOLECULAIRE DES MUCINES PURIFIEES 

Nous avons recherché par I 'étude en ultracentr i fugation de 

deux préparations de mucines purifiées, un cr i tère de pureté de ces 

préparations et  une détermination de leur masse moléculaire faisant 

appel à leur constante de sédimentation (S 2;~)' à la mesure de leur 

coef f ic ient  de dif fusion D à l 'approche de I 'équi  l ibre de sédimenta- 

t ion e t  à l 'étude du volume spécifique par t ie l  par picnométrie, selon 

le  procédé de K O  EN IG (56). 

1) Préparations utilisées 

Nous avons retenu pour cet te étude deux préparations de 



mucines puri f iées homogènes en chromatographie de ge l - f i  l t rat ion e t  

ne possédant que I 'argin ine en posit ion N -terminale. 

Une fucomucine (CHA. . .) possècbnt une act iv i té  de groupe 

sanguin H, est isolée d'une hypersécrétion de bronchite chronique 

e t  renferme 18,7 p. 100 de fucose e t  4,7 p. 100 d 'acide N -acé t y l -  

neuraminique. 

Une sialomucine isolée d'une sécrétion de kyste bronchogé- 

nique renferme 21,l p .  100 d 'ac ide N-acétyl-neuraminique e t  

6,2 p .  100 de fucose. 

Les travaux de PIGMAN (57) sur les rnucines salivaires 

ayant montré l ' in f luence de la  concentration saline ut i l isée sur la  

valeur de l a  constante de sédimentation, nous avons comparé les 

résultats obtenus pour l 'é tude de l a  sialornucine dans deux systèmes 

solvants : 

- Solut ion d'acétate de sodium 0,02 - M de pH  7,0, 

N a C l  1 M. - 
e t  - Solut ion d'acétate de sodium 0,02 - M de pH 7,0, 

N a C I  0,1 M. - 
L a  solut ion de mucine est équi l ibrée par dialyse pendant 

48 heures contre l a  même solution tampon retenue pour l 'expérience. 

Pour év i te r  toute évaporation, cet  équ i l ib re  de dialyse est réalisé 

en f lacon bouché e t  à l a  température de +4OC. 

2) DBtermination du volume spécifique par t ie l  

Les mesures de l a  masse volumique du solvant e t  de ce l le  

d'une solut ion de mucine de concentrat ion connue dissoute dans l e  

même solvant permettent de calculer  l e  volume spécifique par t ie l  V2 
du soluté : 



- 3 
"2 

= volume spécif ique par t ie l  en cm par  gramme 

3 
C2 

= concentrat ion en g/cm du composé en solution 

f i  
= masse volumique du solvant en g/cm 

3 

P2 = masse volumique de la  solution en g/cm 
3 

3 
Nous uti l isons un picnomètre de 2 cm dont le volume réel  

est determiné à 20°C à l ' a ide  d'eau d is t i l lée  de masse volumique 
3 

égale à 0,998 g/cm . Les mesures des masses volumiques du solvant 

e t  de la solut ion de fucomucine (4,45 mg/mI) sont obtenues par 

pesées à la  même température. 

Nous obtenons dans ces conditions un volume spécifique 
3 

par t ie l  : V =  0,59 cm /g pour la fucomucine. 

3) Mesure du coef f ic ient  de dif fusion 

L 'é tude est réalisée sur U ltracentrifugeuse Beckman E (i). 

Nous uti l isons une solution de concentrat ion connue 

(4,45 mg/m 1) dans une ce l lu le  munie d'une p i èce  centrale à fron- 

t ière synthétique de type capi l la i re.  Les mesures sont pratiquées 2i 

la  vitesse de 15.220 tours/minute. Les différents clichés photogra- 

phiques sont pris à des temps exprimés en temps réel  après le  début 

de l a  diffusion, a l lan t  de 37 à 101 minutes ( f igure 9 ) .  

Le  coe f f i c ien t  de diffusion (D) est ca lcu lé  à par t i r  d'agran- 

dissements photographiques des cl ichés sch l ieren.  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ,  

(*) Nous remercions vivement Monsieur P. RUFFIN (Attaché de 
Recherches CNRS) qu i  a bien voulu réaliser cette étude de nos 
préparations. 



D = x - x -  x 
4 . P .  60 ( G ) ~  H max t corrigé 

D 
2 

= est exprimé en cm /seconde 

G = agrandissement global (grandissemen t du systbme optique 

de I 'u I  tracentrifugeuse X ampl i f icat ion photographi- 

que). 

2 
* t  = surface du p i c  en cm déterminée sur l'agrandissement 

photographique. 

H max = hauteur maximum du p i c  sur I'agrandissement photogra- 

phique. 

t corrige = temps compté à part i r  du début e f fec t i f  du ph6nomène 

de diffusion. 

La  valeur de D est calculée pour les différents temps de 

diffusion et  ramenée ensuite par extrapolat ion au temps t = O .  Cet te  
-10 2 

valeur D déterminée pour la fucomucine est de 670.10 cm /sec. 
20 

à 20°C pour une concentration de 4,45 mg de mucine par m l  de 

solution. 

4) Détermination de la  constante de sédimentation 

L a  mesure du coeff ic ient  de sédimentation est réalisée à une 

vitesse de rotat ion de 59.780 tours/minute. Des clichds photographi- 

ques sont pris toutes les hu i t  minutes. Trois concentrations dif féren- 

tes sont utilisées e t  permettent de déterminer les valeurs des coeff i -  

cients de sédimentation apparents pour ces trois concentrations. 

Le coef f ic ient  de sedimentation est obtenu par méthode 

graphique intégrale e t  s'exprime par la vitesse de la part icule dans 



le  champ unité. La relat ion qui  le  dé f in i t  : 

a pour forme intégrée : 

2 
S u t  = Log(x )+Cste  

O n  obt ient  donc le coef f ic ient  de sédimentation en traçant 

la courbe du Log(x) en fonction du temps. La  pente de l a  courbe 
2 

donne l a  valeur de SUJ . 
Pour ramener aux conditions standards (eau et  20°C) e t  

corriger les valeurs des coeff icients de sédimentation apparents, 

nous appliquons la correction suivante : 

= S app x 
P t  

X ' - Yp20kv 
s20w p 2 0 w  1 - 'Pt 

)>t = viscosité du tampon ut i l isé à 20°C (conditions expérimen- 

tales). 

9 2 0 w  
= viscosité de I 'eau à 20°C (tables). 

- 
V = volume spécifique par t ie l  de I 'échant i l  Ion étudié. 

p 2 0 w  
- masse volumique de I 'eau à 20°C. 

P = masse volumique du tampon. 

a) Constantes de sedimentation de la  fucomucine et  de ............................................. 
la  sialornucine ------------- 

Les mesures sont pratiquées sur des solutions de fucomucine 

en tampon acétate de sodium 0,02 - M de pH 7,0, N a C I  - M. Les coef- 

f icients de sgdimentation apparents (S app) pour les trois concentra- 

tions u t i  lisees sont respectivement : 



8,9 mg/ml S app = 5,55 

4 / 4 5  mg/m l S app = 6,47 

2,22mg/ml S a p p  = 7 , 7 1  

Dans les conditions standard , pour un volume spécifique 
3 

par t ie l  V de 0,59 cm /g e t  en tenant compte de l a  viscosité du sol- 

van t, ces coeff icients de sédimentation sont respectivement de 6,58, 

7 / 6 7  e t  9,14. 

La valeur du coef f ic ient  de sédimentation b concentration 
1 

nu l le  obtenue par extrapolat ion de la  courbe = f(c) nous donne 5 
la valeur de l a  constante de sédimentation : 

O 

Une étude comparable réalisée sur l a  sialomucine pur i f ige 

nous donne une constante de sédimentation : 

1 
Dans ces deux études, l a  re lat ion - = f(c) est parfaitement 

S 
l inéaire. 

b) Inf luence de la  concentration sal ine du solvant sur la  .............................................. 
constante de sédimentation d'une sialomucine 
-----------------i--------------------- 

L'étude comparative de la sialomucine réalisée dans une 

solution tamponnée de même pH  (pH = 7,O) nous donne pour une con- 

centrat ion en N a C I  d i x  fois plus fa ib le que la précédente une cons- 

tante de sédimentation S 2o O W =  11'6 S .  

II ne semble donc pas que l a  var iat ion pourtant considéra- 

b le  de concentration saline ainsi réalisée, modi f ie  d'une manière 

très importante la  valeur de l a  constante de sédimentation obtenue. 



5) Ca lcu l  de la  masse moléculaire 

La masse moléculaire est calculée à par t i r  de l 'équation 

de SVEDBERG : 

S = constan te de sédimentation 

D = coef f ic ient  de dif fusion 

R = constante des gaz parfaits 

T = température absolue 
- 
V2 

= volume spécifique par t ie l  du soluté 

P l  = masse volumique du solvant 

Nous avons retenu pour ce ca lcu l  les valeurs de S e t  de D 

mesurées à 20°C, pour une concentrat ion de 4 / 4 5  mg par ml.  

Pour l a  préparation de fucomucine, la masse moléculaire 

est de 608.000 Daltons. 

6) Discussion des résultats 

GIBBONS, CREETH e t  DENBOROUGH (58) on t  étudié sur 

des extraits phénoliques du contenu de kystes ovariens, l e  comporte- 

ment de substance à ac t i v i té  de groupe sanguin en ultracentr i fuga- 

t ion e t  en équ i l ib re  de sédimentation en gradient de densité. 

CREETH, des 1964 (59), montre que ces préparations possè- 

dent un degré de polydispersion e t  que les substances de groupe san- 

guin présentent des variations importantes de leur constante de sédi- 

mentat ion en fonction de la concentration de la  solut ion analysée 

et  que cette var iat ion est l inéaire pour des concentrations ne dépas- 



sant pas 3 p .  100 (poids, volume). II attr ibue ce phénomène à l ' im-  

portance des phénomènes d ' interact ion moléculai re.  

En 1965, CREETH et  K N I G H T  (60) précisent en fonction 

de ces résultats que les substances de groupe sanguin possèdent une 

configurat ion symétrique et  que ces glycoprotéines ne présentent pas 

de structuresecondaire ou  tertiaire, mais qu'el les possèderaient 

p lu tô t  une structure "random-coi l"  non compatible avec l a  notion 

d'une configurat ion r ig ide  anisométrique. BEYCHOK e t  KABAT (61) 

aboutissent aux mêmes conclusions par étude des substances de grou- 

pe en dispersion opt ique rotatoire. 

La composition même des glycoprotéines, leur richesse en 

acide sialique peut  également inf luencer leur comportement en ultra- 

centr i fugation. De plus, GlBBO NS (62) suggère que les solutions de 

mucines, d'une manière générale, possèdent des qualités rhéologi- 

ques dues à leur organisation en réseau, les points de branchement 

du réseau tridimensionnel étant  de nature protéique. Pour 

DUNSTONE et  M O R G A N  (63), ces "l iaisons" intermucines sont 

dues à l a  présence de protéines riches en ponts disulfure. Ces obser- 

vations sont à rapprocher de nos résultats concernant la notion de 

réseau f ib r i  l laire, de ponts d'union intermucines représentés par des 

protéines riches en cyst ine (IgA, transferrine, sérumalbumine) 

(HAVEZ - et a1.)(64)(65). Nous avons pu dans ce t rava i l  montrer 

l ' a f f i n i té  des mucines qu i  représentent des polyanions sur lesquels peu- 

vent venir  se f i xe r  des peptides basiques ou des protéines de sécré- 

t ion (voir  plus lo in) .  GIBBONS (66) signale d ' a i  lleurs que la  poly-  

dispersion des composants obtenus par extract ion phéno lique, pour- 

ra i t  en part ie être rapprochée de cette notion e t  pourrait  donc être 

le re f le t  de la  présence de protéines contaminantes. 



CREETH en 1967 (67) démontre que le  volume spécifique 

par t ie l  des part icules en solution est constant pour une préparation 

donnée. Une deuxième cause de dispersion pourrai t  être représentée 

par la  var iat ion importante du volume spécif ique par t ie l  en rapport 

avec la  composition glucid ique des glycannes e t  en par t icu l ie r  de 

leur richesse en fucose ou  en acide sial ique (GIBBONS)(68). 

Y = 0,678 : préparation r iche en fucose 
- 
V = 0,587 : préparation plus r iche en acide sialique 

CREETH e t  P A I N  en 1967 (69) envisagent que la  microhété- 

rogénéité des g lycannes peut également représenter un des facteurs 

de po lydispersion. 

P I G M A N  (70) a pu observer des différences très importantes 

dans les valeurs de masse moléculaire obtenues en fonction de la 

composition des rnucines, selon que I 'on u t i l i se  I 'ul tracentr i fugation 

ou la dispersion optique rotatoire. 

II signale que les masses moléculaires sont toujours plus 

faibles lorsqu'elles sont déterminées à par t i r  des constantes de sédi- 

mentation. II a pu  remarquer que les résultats devenaient tout à f a i t  

comparables, en t r a v a i l  lant en solution de concentration saline é le-  

vée. Ces conditions peuvent minimiser les interact ions moléculaires. 

No t re  étude, bien que limitée, nous a permis d'enregistrer 

une valeur de 600.000 pour la  masse moléculai re d'une préparation 

de fucomucine . 

Dans les mêmes conditions expérimentales e t  en concentra- 

t ion saline élevée, nous n'avons pas noté de dif férence s igni f icat ive 

entre fuco et  sialomucine. L'étude de la  sédimentation de l a  sialo- 

mucine en O, 1 M N a C l  e t  1 M N a C l  n'apporte pas non plus d 'é lé-  - - 



ments permettant de saisir une différence de comportement en fonc- 

tion de la force ionique du solvant. 

Dans toutes les études présentées (sédimentation, diffusion), 

les préparations apparaissent homogènes et  ces éléments s'ajoutent 

aux critères de pureté déjà présentés. 



CHAPITRE I V  

CLASSIFICATION DES MUCINES BRONCHIQUES 

Toutes les méthodes de fractionnement et  de pur i f ica t ion des 

mucines bronchiques relèvent obl igatoirement d 'un temps de fract ion- 

nement fondé sur les différences de valeurs des points isoélectriques 

de ces molécules. Ces différences de po in t  isoélectr ique s'opposent 

b la grande analogie de composition en acides aminés que nous avons 

constatée. Elles nous conduisent à envisager que l a  structure part icu-  

l ière des glycannes peut expl iquer ce gradient de caractère polyanio- 

nique que démontre l a  chromatographie sur colonne d1Ecteola- 

ce 1 l u  lose . 
Pour préciser la  classif icat ion biochimique des mucines bron- 

chiques e t  él iminer les modif icat ions possibles'que peuvent introduire 

les agressions enzymatiques d 'or ig ine bactérienne, nous nous sommes 

tout d'abord adressé à l 'é tude des sécrétions de kystes bronchogéni- 

ques. Ces formations tumorales sécrètent un mucus visco-élastique, 

b l 'abr i  des contaminations bactériennes e t  se développent aux dépens 

d'un étage précis de l 'arbre trachéo-bronchique. 

L16tude des hypersécrétions chroniques visant à préciser 

l 'hétérogénéité de structure des glycannes sécrétés a 6té entreprise 



par un fractionnement des glycopeptides libérés par hydrolyse enzyma- 

t ique (papa5'ne e t  pronase) du mucus f i b r i  l l a i re  de l 'expectorat ion. 

Une étude biochimique e t  histochimique des glycopeptides 

séparés nous a condui t  à rechercher leur or ig ine tissulaire e t  à p réc i -  

ser ainsi l a  local isat ion ce l lu la i re  de l 'enzyme de transfert des grou- 

pes sulfate. 

A )  CLASSIFICATION BIOCHIMIQUE DES MUCINES DE KYSTES 

BRONCHOGENIQUES 

Deux formations kystiques différentes ont  pu être prélevées 

chirurgicalement e t  leurs sécrétions stéri les soumises à un fract ionne- 

ment visant à pur i f ie r  les mucines. 

1)  Sécrétion de sulfomucines et  de fucomucines 

Le  protocole de fractionnement i l lustré figure 5 consiste en 

un couplage d'une chromatographie sur colonne de Sepharose 2 B  e t  

d'une électrophorèse préparative en f i  lm l iquide.  Le b i lan  des compo- 

sitions glucidiques obtenues nous amène à proposer la terminologie 

de fucomucine e t  de sulfomucine pour ces deux préparations 

(tableau XV) . 



Tableau X V  

Composition de deux mucines isolées d 'un kyste bronchogénique 

(Résultats exprimés en g p .  100 g de poids sec de l a  préparation) 

2) Sécrétion d'une sialomucine 

1 

Galactose 

H exosam i nes 

Ac ide  sial ique (en N A N 4  

Fucose 

Sul fate 
I 

Dans une seconde formation kystique, le  produi t  de sécré- 

t ion est représenté par une seule catégorie de mucine, r iche en 

F U C O M U C I N  E 

13,7 

18,7 

1,1 

10,7 

O 

acide sialique, dont  l a  pur i f ica t ion a été obtenue de manière satis- 

SULFOMUCIN E 

20,4 

17,3 

1,2 

711 

7,2 - 
i 

faisante par l 'u t i l i sa t ion de I 'Ecteola-cel lulose et  de l a  Sepharose 2B. 

Tableau X V I  

Composition glucid ique d'une mucine de kyste bronchogénique 

(Résultats exprimés en g p .  100 g de poids sec) 

Galactose 

Hexosam ines 

A c i d e  sial ique (en N A N A )  

Fucose 

Sul fate 

S lALOMUClNE 

25 

25,9 

21,l  

6,2 

3,3 

8 



3) Résultats 

En fonction de ces résultoks, nous pouvons concevoir une 

classif icat ion des mucines basée sur l ' importance re la t ive  du fucose, 

de l ' ac ide  sialique e t  du sulfate. 

En ce qu i  concerne les deux mucines de caractère acide, 

la  présence d'un taux élevé d 'ac ide sialique (21 p .  100) ou  de sulfate 

(7,2 p. 100) condit ionne leur mobi l i té  électrophorétique ou  leur é lu-  

t ion tardive dans le  gradient en N a C l  sur l 'échangeur d'anion. 

Ces mucines ont  f a i t  l ' ob je t  d'une étude électrophorétique 

en agarose à pH 8,2.  Leur a f f in i té  t inctor ia le représente également 

un cr i tère de classif icat ion (tableau XVI I )  ( f igure 10). 

Tableau X V l  l 

Caractdrisation histochimique des diverses classes de mucines 

U n  deuxième dldment de dist inct ion entre sialomucine e t  

sulfomucine est représenté par l 'é tude de leur sensibi l i té à l 'ac t ion 

de neuraminidases bactériennes. 

La  l ibérat ion d 'acide sial ique par vo ie  enzymatique va mo- 

d i f i e r  à l a  fois l a  mob i l i t é  électrophorétique de l a  mucine e t  d'autre 

part  son a f f in i té  t inc tor ia le  pour l e  Bleu de Toluidine. 

b 

Bleu de Toluidine 

- 
+ + 

+ + + +  

Fucomucine 

Sialornucine 

Sulfomucine 

Am idoschwarz 

+ 
f 

- 

PAS 

+ + 
+ + + +  

+ 



a) Ac t i on  de la  neuraminidase sur la sialomucine ....................................... 
La  comparaison des diagrammes électrophorétiques(réalisés 

dans la  même cuve d'blectrophorèse) correspondant à l a  mucine avant 

e t  après traitement par la  neuraminidase nous permet de constater 

(f igure 10) : 

1 O )  L a  disparit ion de l ' a f f i n i té  t inc tor ia le  pour le  Bleu 

de Toluidine. 

2') Le  recul  de la f ract ion qu i  migre immédiatement 

en avant du godet de dépôt et  possède un comportement voisin de 

ce1 u i  d'une fucom ucine. 

Ces deux critères sont le  re f le t  de la  perte du caractère 

acide de l a  molécule l ié  à la présence de l ' ac ide  sialique. 

b) Ac t i on  de la  neuraminidase sur l a  sulfomucine ....................................... 
L ' incubat ion de la  sulfomucine avec la neuraminidase de 

Diplococcus pneumoniae n'amène cet te fois aucune modi f icat ion 

dans le comportement électrophorétique e t  dans l ' in tensi té de l a  co- 

lorat ion par le  Bleu de Toluidine. 

4) Conclusions 

Pour les rnucines isolées de kyste bronchogénique, l a  not ion 

d'une classif icat ion en fonction de leur richesse en fucose, en acide 

sial ique et en sulfate peut être retenue. 

II apparaît également que les rnucines puri f iées sont homo- 

gènes. La  sialomucine recule en bloc après désial idat ion enzymati- 

que. La  sulfomucine n'est en r ien modi f iée par l 'ac t ion de l a  neura- 

minidase. 

Toutefois, l a  sialomucine possède 3 p. 100 de sulfate, ce 

qu i  nous laisse entrevoir l a  notion d'hybride, c'est-à-dire la  possibi- 



l i té  de mucines comportant à la  fois l a  présence d 'acide s ia l ique et  

de sulfate. 

L e  caractère hybride peut s'attacher à la  mucine dans sa 

tota l i té (toutes les chaînes glycanniques possèdent l 'ac ide sial ique 

et  le sulfate) ou peut  être le  re f le t  dans l a  molécule de glycannes 

différents, les uns sialid6s, les autres sulfatés. 

C'est cet te  hétérogénéité des glycannes des mucines que 

nous avons part icul ièrement étudiée sur les sécrétions bronchiques 

pour tenter de préciser cette notion de sulfo-sialoglycoprotéine. 

B) ETUDE DES GLYCOPEPTIDES DU MUCUS FIBRILLAIRE 

D'HYPERSECRETIONS BRONCHIQUES 

Nous avons pu constater que les mucines bronchiques isolées 

des produits de réduction douce du mucus f ib r i l l a i re  se répartissent 

en deux groupes majeurs. Le  premier groupe correspond aux mucines 

faiblement acides riches en fucose qu i  possèdent une ac t i v i t6  de subs- 

tance de groupe sanguin. Le second groupe représente l'ensemble des 

mucines acides, colorées par le  Bleu de Toluidine. La caractérisat ion 

essentielle de ces glycoprotéines est représentée par la  nature de l a  

composition de leur copule polysaccharidique. 

II est possible dans certaines sécrétions ind iv idue l  les de re- 

trouver une ac t i v i té  de groupe sanguin dans les mucines acides, ac t i -  

v i té généralement fa ib le comparée à cel les des mucines riches en 

fucose (RO uss  EL)^). Toutefois, cet te ac t i v i  t6 ref lète très certaine- 

ment des rapports structuraux très étroits entre les glycoprotéines 

acides e t  les substances de groupe sanguin. L'élément caractérist ique 



de leur structure, déterminant sur le  p lan de leur ac t i v i té  fonction- 

ne l l e  est représenté par des groupements sulfate ou par des résidus 

d 'ac ide sial ique. Le  degré de sulfatat ion ou de s ia l idat ion condit ionne 

leur a f f in i té  pour les colorants basiques, en par t icu l ie r  par le  Bleu 

de Toluidine e t  leur révélat ion par le réact i f  de Schi f f  après oxyda- 

t i on  periodique. 

Les di f f icul tés rencontrées pour fractionner e t  pur i f ie r  les 

rnucines acides en fonction de leur richesse en groupements acides 

nous ont  condui t  dans un premier temps à étudier l 'hétérogénéité des 

glycannes des rnucines bronchiques à travers la  répart i t ion e t  la  com- 

posi t ion chimique des glycopeptides obtenus par protéolyse du mucus 

f i  b r i  I la i  re. 

1) Préparation des g lycopeptides du mucus bronchique 

f ib r i l l a i re  

Après lavage de l 'expectorat ion par trois volumes d'eau 

dist i l lée, les sécrétions sont centrifugées à 3.000 tours/minute Pen- 

dant 10 minutes. Le  mucus f i b r i  l l a i re  ainsi isolé est soumis à une pro- 

téolyse par l a  papaOne e t  par l a  pronase. 

L e  choix de ces deux enzymes protéolytiques est le  résultat 

d 'une étude de l a  sensibil i té du mucus bronchique à différents agents 

de protéolyse. L'enregistrement de l a  chute de viscosité du mucus 

f i b r i  l la i re (GERN EZ-RIEUX e t  a1 .)(72) en fonction de I 'ac t ion des 

enzymes nous a amené à retenir  une protéolyse par la  mercuripapal'ne 

en mi l i eu  réducteur suivie de I 'ac t ion de l a  pronase. 

D'autres enzymes comme la  trypsine, 1 '  a-chymotrypsine, la 

collagénase amènent une chute très l imi tée de la  viscosité. Ces résul- 

tats ont  d 'a i l leurs été confirmés par LIEBERMAN (73)(74). Bien que 



très active, la  pepsine n ' a  pas été retenue. I l nous semble indispen- 

sable en ef fet  de ne pas recourir à une protéolyse prolongée (24 à 

48 heures) en mi l i eu  acide qui  pourrait  entraîner une l ibérat ion du 

fucose ou de l 'ac ide sial ique périphérique des glycannes. 

L'hydrolyse papai'nique (mercuripapai'ne : Worthington 

Biochemical Corporation) est réalisée en tampon phosphate de sodium 

0,01 - M de p H  6,5 en présence de British Ant i -Lewis i te (ou BAL) avec 

un rapport enzyme/substrat de 1/100. Ce  rapport enzyme/substrat 

est é tab l i  en fonction du poids sec du mucus f ib r i l l a i re  dialysé e t  lyo- 

phi l is6. 1 m l  de mucus frais correspond à 10 à 12 mg de poudre lyophi- 

lisée. Cet te  première étape de protéolyse par la paparne est poursui- 

v i e  pendant 48 heures à 37OC. L'hydrolyse pronasique (Pronase B 

Grade Calbiochem) qu i  l u i  fa i t  suite est effectuée en tampon acétate 

de calcium 0,01 - M de pH  7,3 avec un rapport enzyme/substrat de 

1/40 . L'hydrolyse est conduite à 37OC pendant 24 heures. 

L'hydrolysat obtenu est ensuite dialysé contre eau dist i  I lée 

e t  lyophi l isé. 

a) Fractionnement de I 'hydrolysat papafne-pronasepar ------------------ - - - - - - - - - - m m - - -  ------ -- 
le  Rivanol à pH 1,5 - Chromatographie sur colonne .............................................. 

L e  fractionnement de I 'hydrolysat de mucus f ib r i l l a i re  est 

réalisé selon l a  méthode préconisée par WHITEHOUSE e t  BOSTROM 

(75) pour l ' isolement des mucopolysaccharides sulfatés. Dans un pre- 

mier  temps, on abaisse le  pH de I'hydrolysat, repris dans un tampon 

phosphate de sodium 0,01 - M, p H  6,5 (concentration de 10 mg/ml) à 

l a  valeur de 1,5, à l ' a ide  de HCI  1 - N. Un fa ib le  préc ip i té  apparaît ; 

il est séparé par centr i fugation (6.000 tours/minute pendant 10 minu- 

tes) e t  correspond essentiel lement à des acides nucléiques depolymé- 



risés. O n  ajoute ensuite au surnageant pH  1,5, goutte à goutte, 

sous ag i ta t ion continue, une solution de Rivanol ( lactate de 6,9- 

diamino-2-éthoxy-acridine) à 10 p .  100 iusqu'à une concentrat ion f i -  

nale de 3 p. 100 en Rivanol. O n  laisse en contact pendant 2 heures 

à + 4OC. Après centrifugation, le  préc ip i té  obtenu est repris dans 

I 'eau dist i  l iée .  Le  complexe Rivanol - glycopeptides est ensui te dis- 

socié par addi t ion de chlorure de sodium à l a  concentration f ina le  de 

5 p. 100. Le Rivanol ainsi l ibéré du complexe formé est é l iminé par 

précip i tat ion des glycopeptides par 4 volumes d'éthanol absolu. Cet te  

précip i tat ion en mi l i eu  alcool ique est répét6e 2 à 3 fois. Les g lyco-  

peptides sont f inalement repris dans I 'eau d is t i l lée  e t  lyophilisés. 

Les glycopeptides solubles dans le  Rivanol à p H  1,5 sont 

également précipités par 4 volumes d 'a lcoo l  absolu. Nous avons pu  

vér i f ie r  l'absence de glycopeptides dans les surnageants alcooliques 

de précip i tat ion.  

L'ensemble des glycopeptides solubles ou précipités par le  

Rivanol à pH  1,5 sont déposés sur une colonne de DEAE-Sephadex 

A-25 préparée selon l a  méthode de SCHMIDT ( 7 6 ) .  Les conditions de 

régénération de l 'échangeur d 'anion sont exposées dans l 'Appendice 

Technique. L 'é lu t ion  est conduite selon un gradient discontinu de 

molari té croissante en NaCI .  Les solutions de chlorure de sodium u t i -  

lisées successivement sont les suivantes : 

O,1 M N a C I  - 
0,l - M N a C l  HCI  0,01 - N 

0,3 M N a C l  HCI 0,01 N - - 
0,5 M N a C l  HCI 0,01 N - - 
0,7 M N a C l  HCI  0,01 N - - 



b) Electrophorèsepréparative en f i lm l iguide ----- - - - m m -  -- - - - - - - - - - - - - - m m  

Les produits libérés du mucus f ib r i l l a i re  par protéolyse 

paparne-pronase peuvent également être soumis directement à une 

électrophorèse préparative en f i  lm l iquide à haut voltage. Une d i f fé-  

rence de potent ie l  de 1.750 volts sous 160 mA nous permet d'aboutir  

à un fractionnement satisfaisant. L a  densité optique des 48 tubes 

correspondant au fractionnement est lue à 260 nm pour local iser les 

acides nucléiques. Les oses combinés sont dosés par la  méthode à 

I 'o rc ino l  sulfurique. Le  dosage du fucose, de l 'ac ide s ia l ique e t  du 

sulfate permet de localiser les différents groupes de glycopeptides. 

a 

2) Résultats 

Nous avons appliqué ce protocole à l 'étude du mucus f ib r i l -  

la i re  de sécrétions bronchiques recuei l l ies chez des malades présen- 

tant un é ta t  de bronchite chronique ou  une mucoviscidose. 

a) Fractionnement par le Rivanol e t  chromatograehie sur ....................................... ------ 
colonne de DEAE-Sephadex A-25 ----------------- ----------- 

L'hydrolysat tota l  étudié en électrophorèse n'est pas révélé 

par IIAmidoschwarz ; i l  correspond à un ensemble de glycopeptides 

qu i  sont colorés à la fois par le Réact i f  de Schiff  après oxydat ion 

periodique e t  par  le Bleu de Toluidine. 

Le  surnageant Rivanol correspond à des glycopeptides de mo- 

b i l i t é  anodique faible, mais possédant une grande af f in i té  t inc tor ia le  

pour l e  réact i f  de Schi f f  après oxydat ion periodique. I l s  ne sont que 

faiblement colorés par le Bleu de Toluidine (figure 11). 

A u  contraire, l e  préc ip i té  Rivanol est intensément révélé 

par l e  Bleu de Toluidine e t  faiblement coloré par le  réact i f  de Schi f f  



après oxydation periodique. 

Cet te  simple étude électrophorétique nous permet donc déjà 

de noter I 'hétérogénéi té des deux fractions obtenues par le  Rivanol 

à p H  1,5. 

Les glycopeptides précipités par le  Rivanol à par t i r  de 2 g 

d'hydrolysat représentent 25 p. 100 de I'ensemble. L a  chromatographie 

sur DEAE-Sephadex A-25 permet un sous-fractionnement. Trois frac- 

tions sont ainsi obtenues (f igure 11  ). Elles sont éluées respectivement 

avec les solufions HCI  0,01 - N de molari té N a C l  0,3, 0,5 e t  0,7 M. - 
Après précip i tat ion par 4 volumes d'éthanol absolu, les trois fractions 

de glycopeptides sont lyophil isées et  étudiées en électrophorèse en 

agarose à pH  8,2. 

Ces trois fractions sont caractérisées par leur a f f in i té  t incto- 

r i a l e  très intense pour le  Bleu de Toluidine e t  l 'absence de colorat ion 

par l e  Réactif de Schi f f  après oxydat ion periodique. Ces glycopept i -  

des de caractère très acide peuvent devenir métachromatiques, tout 

au moins pour l a  fract ion 0,7 - M N a C I  qui  donne une colorat ion rouge 

e t  non plus Bleu de Magenta avec le  Bleu de Toluidine. 

Les g lycopeptides solubles dans le  Rivanol représentent 

75 p .  100 de I'ensemble de I 'hydrolysat. Ces glycopeptides sont chro- 

matographiés sur colonne de DEAE-Sephadex A-25. L a  f ract ion la  

plus importante (57,5 p. 100) est é luée en N a C l  O, 1 - M. II s'agit  de 

glycopeptides neutres colorés uniquement par le  RBactif de Schi f f  

après oxydat ion periodique. I l s  possèdent une fa ib le  migrat ion anodi- 

que immédiatement en avant du godet de dépôt. Les glycopeptides 

élués en 0,3 M N a C l  ne représentent que 14,2 p .  100 de I'ensemble 

de 1 'hydrolysat. l i s  correspondent essentiel lement à des g lycopeptides 

riches en acide sialique. Une f ract ion mineure (3,3 p .  100) est éluée 

plus tardivement en 0,5 - M NaCI .  El le représente les glycopeptides 



faiblement sulfatés qui  on t  échappé à la  préc ip i ta t ion par l e  Rivanol. 

Toutes les fractions obtenues par fract ionnement au Rivanol 

suiv i  de chromatographie sur DEAE-Sephadex on t  été soumises à une 

chromatographie de ge l - f i l t ra t ion sur Sephadex G-100. Ce  temps 

chromatographique nous permet d 'é l iminer toute contamination des 

préparations par des peptides de fa ib le  t a i l l e  moléculai re.  II nous 

renseigne sur l a  t a i l l e  moléculai re de ces glycopeptides qui  présen- 

tent  tous le  même comportement e t  sont pratiquement exclus de la  

colonne. 

b) Fractionnement de I 'hydrolysat de mucus f i  br i  l l a i re  par ------------------ ---- ....................... 
électrophorèse préparative à haut vol tage sur appareil ------ ------ - ------------------ ----- 

L 'hydrolysat papai'ne-pronase de mucus f i b r i  I la i re  peut faire 

directement l 'ob je t  d 'un fractionnement en électrophorèse préparative 

à haut voltage. La  lecture à 260 nm et  le  dosage à I 'o rc ino l  permet- 

tent  d ' indiv idual iser trois fractions dont l a  nature est précisée par le 

repérage tube par tube des groupements sulfate e t  par le  dosage du 

fucose et  de l 'ac ide sial ique. 

- L a  lecture à 260 nm nous renseigne sur l ' importance des 

acides nucléiques présents dans I 'hydrolysat. I l s  peuvent d 'a i l leurs 

être éliminés en grande par t ie  par passage de I 'hydrolysat à pH  1,5 

e t  é l iminat ion du préc ip i té  obtenu. 

- De migrat ion anodique e t  de mobi l i té  très rapide, l e  grou- 

pe  des sulfo-fucosido-glycopeptides est intensément révélé par le 

Bleu de Toluidine après migrat ion électrophorétique en agarose. 

- Immédiatement en avant du po in t  d ' i n jec t ion  (388me tube), 

un ensemble de g lycopeptides moins acides, mais quanti tat ivement le  



plus important s' inscrit sur la  courbe de dosage à I 'orc inol .  II faut 

noter l e  paral lél isme des courbes de dosage du fucose e t  c e l l e  des 

hexoses par  I 'o rc ino l  sulfurique. 

- Enfin, de migrat ion intermédiaire aux deux fractions pré- 

céden tes, les sialo-fucosido-g l ycopep tides apparaissent moins homo- 

gènes. Dans l 'observation présentée, l a  courbe du dosage de l 'ac ide 

sial ique indiv idual ise au moins deux types de sialoglycopeptides dont 

le rapport fucose/acide sialique augmente de l 'anode vers l a  cathode. 

c) Etude cr i t ique des deux méthodes de fractionnement ................................... 
Les deux méthodes de fractionnement uti l isées sont parfa i te-  

ment reproductibles. E l  les représentent des techniques de cho ix  pour 

la  survei I lance de l 'équ i l ib re  de sécrétion des malades e t  en part icu-  

l ie r  ceux soumis à une thérapeutique (HAVEZ et  a1.)(77). 

C'est f inalement en fonct ion de cet  équi l ibre de sécr6tion 

que l 'on choisira l e  protocole retenu. La  prépondérance des g lyco-  

peptides riches en fucose nous or iente vers l a  préc ip i ta t ion Rivanol. 

II est cependant possible d 'ef fectuer l a  chromatographie sur 

DEAE-Sephadex sans avoir  recours à I 'étape i n i t i a l e  du fract ionne- 

ment Rivanol. C'est  le  cas en par t i cu l ie r  pour la préparation des 

glycopeptides de mucines des sécrétions d'enfants présentant une 

mucoviscidose (HAVEZI(78) (LAMBLI NI(79) .  

3) Composition glucid ique des glycopeptides du mucus 

f ib r i  l l a i re  

Les différentes fractions obtenues aprhs chromatographie sur 

DEAE-Sephadex A-25 des glycopeptides solubles et  pr6cip i tés par le  

Rivanol à pH  1,5 ont  f a i t  l 'ob je t  d 'une étude de l a  composition cen- 



tésimale en glucides com binés. 

Nous avons rassemblé nos résultats dans l e  tableau XVII I ,  

en y faisant également f igurer l a  richesse des glycopeptides en grou- 

pements sulfate. 

Tableau X V l l l  

Composition centésimale en oses 

des glycopeptides solubles et  précipités par le  Rivanol à pH  1,5 

L ' i den t i f i ca t ion  des oses e t  plus part icul i&rement des hexoses 

a été réalisée par étude chromatographique sur papier. Les hexoses 

présents dans la  copule polysaccharidique ne sont représentés que par 

le  galactose. il n ' y  a pas de mannose. 

En dehors du galactose, l a  présence de fucose, de glucosa- 

mine, de galactosamine e t  d 'acide N-acéty l -neuraminique a pu être 

démontrée. 

dans le  Rivanol 

Galactose 

Hexosam ines 

To ta l 

29,6 

31,3 

76, O 

31,O 

29,8 

82,3 

27,7 

28,8 

79,3 

27,2 

29, O 

80,2 

27,2 

29,O 

77,3 



L'absence d 'ac ide  glycuronique a été vér i f iée à plusieurs 

reprises sur des hydrol ysats de mucus f ibr i  l la i re différents obtenus au 

cours de diverses bronchopathies. 

Les résultats de cette étude de la  composition de la  copule 

polysaccharidique des glycopeptides de mucine bronchique permettent 

plusieurs remarques : 

a) Le rapport hexose/hexosamine est pratiquement cons- 

tant, que l 'on s'adresse aux glycopeptides solubles dans le  Rivanol 

ou aux g lycspeptides préc ip i  tés. L 'ensemble hexoses-hexosamines 

représente de 55 à 60 p. 100 de la  copule glucidique. 

b) Les critères de précipi tat ion par l e  Rivanol, l e  com- 

portement au cours de l a  chromatographie sur DEAE-Sephadex sont 

à rechercher dans la  composition de l 'extrémité non réductr ice des 

chahes glycanniques. 

- La prgsence d'ester -sulfate nous semble conditionner à 

elle-seule la  précipi tat ion par le Rivanol. 

- Le  sous-fractionnement sur échangeur d ' ion repose essen- 

t ie l lement sur le  rapport acide sialique/fucose/suIfate. L 'é lu t ion des 

glycopeptides pr6cipités par le Rivanol (F F2, F3) correspond à : 

. un enrichissement en groupement sulfate (4,8 p .  100 

pour la  fract ion F . 8 p.  100 pour la fract ion F ). 2 ' 3 

un appauvrissement en acide sial ique (3,2, 2,2 et 

1,8 p.  100). 

. une diminution du fucose (14,8, 13,8 e t  11,4 p. 100). 

L 'é lu t ion  de F repose d'ai l leurs beaucoup plus sur la dimi- 
4 

nution du fucose que sur l 'apparit ion d'un caractère d 'ac id i té  plus 

marqué. 



De la  même manière, les glycopeptides solubles dans l e  

Rivanol se répartissent en deux fract ions : la  fract ion F ne cont ient  1 
pas de sulfate e t  présen te un rapport fucose/acide s ia l ique de 2,8. 

L a  f ract ion F s'enrichit  en fucose et  en acide sial ique. Le rapport 
2 

fucose/acide sialique est égal à 2,4. El le contient également 

1,7 p. 100 de sulfate. 

c) Parmi les techniques actuel lement uti l isées pour dé- 

montrer l 'existence de groupements sulfate dans l a  structure d 'un 

glycopeptide, la  spectrophotométrie en infra-rouge of f re  à l a  fois 

l 'avantage de sa haute spécif ici té e t  de sa sensibil ité. Cette méthode 

permet en outre l 'analyse de quantités très faibles de produit. Nous 

l 'avons retenue pour l a  recherche e t  l ' i den t i f i ca t ion  des groupements 

sulfate sur les préparations de glycopeptides précipités par l e  

Rivano 1 .  

L 'analyse est pratiquée sur un mélange de bromure de potas- 

sium (300 mg) et  de 2 mg d'une préparation de glycopeptides préc ip i -  

tés par le  Rivanol. C e  mélange soigneusement réduit  en poudre, sou- 

mis à une v ibrat ion mécanique prolongée est ut i l isé sous forme d'un 
4 2 

disque obtenu sous une pression de 10 kg/cm . L 'appare i l  ut i l isé 

pour l 'analyse est un spectrophotomètre PERKIN-ELMER, modèle 21. 

L'analyse de ce spectre permet de caractériser un p i c  b ien 
- 1 

indiv idual isé à 1.240 cm qui t radui t  la  v ibrat ion de la l iaison 

S = O . Le  second é Iément à retenir  à l 'examen du diagramme est une 

v ibrat ion des liaisons C - O - S qu i  se t radui t  par l 'appar i t ion d 'un 
- 1 

p i c  à 820 cm . Ces résultats confirment donc le caractère sulfaté 

des glycopeptides précipités par l e  Rivanol et  nous permet d'avancer 

la  notion d 'une structure hybride de ces glycopeptides qui apparais- 

sent être à l a  fois sialidés et sulfatés. 



4) Conclusions 

L 'é tude  de l a  copule glucid ique des glycopeptides obtenus 

par protéolyse du mucus f ib r i l l a i re  nous permet donc d'aff i rmer la  

not ion d'un caractère hybride des g lycopeptides qui, pour les plus 

acides, sont à l a  fois carboxyliques e t  sulfatés. Nous pouvons égale- 

ment retenir que les sécrétions bronchiques sont représentées par  des 

rnucines dont l a  composition de I 'extrémi té non réductr ice des g l y -  

cannes var ie en fonction de leur richesse en fucose et  en acide s ia l i -  

que. II apparaît également qu'à l a  dif férence des rnucines puri f iées 

à par t i r  de kyste bronchogénique, la  terminologie de fuco, sialo ou 

sulfomucine d o i t  être nuancée en fonct ion du caractère sial idé de 

fuco-glycopeptides, ou  de la  fréquence de sulfate dans les glycopep- 

tides les plus sialidés. 

Ces différentes remarques nous amènent donc à considérer 

les kystes bronchogéniques comme ayant une possibi l i td de biosyn- 

thèse très orientée. Nous avons en e f fe t  obtenu à part i r  d'un kyste 

bronchogénique une seule mucine : sialomucine,et b par t i r  d'une au- 

tre observation, une fucomucine e t  une sulfomucine non sialidée. I I  

apparaît ainsi qu'au niveau de ces dysenbryoplasies, les cel lu les 

possèdent une spéci f ic i té de biosynthbse l iée à la  présence ou  à I 'ab- 

sence des transférases nécessaires au branchement de l 'ac ide sial ique 

o u  du sulfate. 

Nous avons ainsi orienté notre t ravai l  vers l 'examen des 

possibi lités métaboliques des glandes bronchiques par l 'é tude de I ' i n -  

corporation i n  v i t ro  de précurseurs radioacti fs par  des fragments de 

biopsie bronchique. 



C) CLASSIFICATION DES MUCINES D'HYPERSECRETIONS 

B R 0  NCHIQUES 

L'hétérogénéité de caractère po lyanionique des g lycannes 

démontrée par l 'é tude des glycopeptides libérés par protéolyse enzy- 

matique d u  mucus f ib r i l l a i re  de l 'expectorat ion apparart dans les d i -  

verses préparations de mucines bronchiques isolées de sécrétions ind i -  

viduel les. 

Ces résultats nous amènent à proposer une classif icat ion des 

mucines sécrétées dans l a  to ta l i té  de l 'arbre trachéo-bronchique qu i  

ref lète d 'a i l leurs en part ie l a  systématisation déjà rencontrée dans 

les sécrétions de kystes bronchogéniques. 

1) Composition glucid ique de mucines purifiées, à par t i r  

d'expectorations ind iv idue l  les 

Les conditions d'hydrolyse, les méthodes uti l isées dans la 

caractérisation e t  l ' ident i f ica t ion des oses, osamines e t  acide sial ique 

sont décr i  tes dans I 'Appendice Technique. 

L'hydrolyse chlorhydrique des préparations de mucines qui  

ont f a i t  l ' ob je t  de ce t ravai l  ne l ibère que du galactose, de la  gluco- 

samine, de l a  galactosamine e t  de l 'ac ide N-acétyl-neuraminique. 

Nous rapportons dans les tableaux X IX  à X X l l l  les composi- 

tions des divers types de mucines séparées par chromatographie sur 

colonne dlEcteola-ce1 lulose. Ces diverses préparations sont obtenues 

à part i r  de sécrétions de bronchites chroniques chez des suiets de 

groupes sanguins O, A e t  B. Nous y avons f a i t  f igurer également à 

t i t re comparati f  un fractionnement analogue réalisé à par t i r  d'une 

expectorat ion d 'enfant  at te int  de mucoviscidose (tableau X X I  II). 



Tableau X IX  

Com~os i t ion  alucidiaue de mucines de bronchite chroniaue 

(CHA.. . groupe sanguin O )  

(+) Pourcentage des glucides combinés et  du sulfate par rapport au 

poids sec de la  préparation. 

Conditions 
d'élution 

Galactose 

H exosam in es 

F ucose 

Ac .  sialique 

Sulfate 

Total (*) 

Galactose 
Hexosam ines 

G l c  N H 2  

Ga1 NH2 

i 

0,l M 

26,9 

26,5 

18,7 

4 t 7  

019 

77,8 O/c 

1 ,O l  

2,54 

0,5 M 
N~CÎ 

0 / 0 1 N  
HCI 

23,3 

25,5 

14,3 

418 

2 t 7  

70,6 O/o 

O, 93 

2 / 3 9  

0 , 3 M  
N a c l b  

O / 0 1 N  
HCI - 
22,3 

24,O 

15,6 

910 

210 

72,9 O/o 

O, 93 

1 ,59 

0,7 M 
N ~ c Ï  

0 , 0 1 y  
HCI 

25,8 

23,6 

12,3 1 

311 

41 9 

69,7 O/o 

1/09  

2 / 8 5  

A - 

0 , 3 M  
N a c Ï b  

0 , O l N  - 
HCI 

23,2 

23,2 

13,6 

91 1 

215 

71,6 O/o 

1,OO 

1,38 
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Tableau XX 

Composition glucidique des mucines de bronchite chronique 

(WAS . . . groupe sanguin A) 

Tableau XX I  

Conditions 
d 'é lu t ion 

Galactose 
H exosam i n  es 
Fucose 
Ac ide  sial ique 
Sulfate 

Composition glucidique des mucines de bronchite chronique 

(VER.. . groupe sanguin A )  

O f  - NaCl 

24, O 
30'8 
19,2 

I f 7  
O 

Galactose 
Hexosam i n  es 
Fucose 
Ac .  sial ique 
Sulfate 
Tota I (i) 
Galactose 
W exosam ines 

Conditions 
d 'é  lut ion 

G l c  NH7 
G a l  N H 2  

65,4% 81,l O/o 

O, 73 1 

0,15M N a C I  
0, 0 1 ~ ~ ~ 1  

20,5 
28,l 
14,6 
2,2 
O 

Total (*) 
G a  lactose 
H exosam i nes 

20,3 
24,2 
12,6 
14,7 
N.D. 
71,8 O/o 

0,35M N a C I  
0,01-& HCI 

24,6 
32,7 
17,l 
5 f 3  
114 

75,7 O/o 
0,77 

lM - 

zu:.; j 
(*) Pourcentage des glucides combinés e t  du sulfate par rapport au ( , L t L y  

poids sec de la préparation. --.. 

G l c  N H 2  
G a l  N H 2  

I 
0,75 

O, 97 1 1 ,O l  
1 
I 1,33 

i 

0,3M N a C I  
O, 0 1 ~  HCI 

0,5M N a C I  
O, OTM HCI 

r 



Tableau X X l l  

Composition glucidique des mucines de bronchite chronique 

(BIG. . . groupe sanguin B) 

Tableau X X l l l  

Conditions 
d 'é lut ion 

Galactose 
H exosam i nes 
Fucose 
A c .  sialique 
Sulfate 
Total (R) 
Galactose 
Hexosam ines 

Composition glucidique des mucines de mucoviscidose de l 'enfant 

(ETI. . . groupe sanguin A)  

0 , l M  N a C l  - 
34, O 
31,O 
12,l 

1 t 2  
O 

78,3 O/o 
1/09  

,/--.:, 
1 3 :1,\ ': (R) Pourcentage des glucides combinés et  du sulfate par rapport a u  i , i L E  

poids sec de la préparation. :, --- ) 

0,3MNaCI  
O, 0 1 ~  HCI  

23,8 
27,7 
9,3 
5,2 
2,9 

66, O O/o 
O, 86 

f 

Conditions 
d 'é lut ion 

Hexoses 
Hexosam ines 
Fucose 
Ac.  sialique 
Sulfate 
To ta1 (*) 
Hexoses 
Hexosam i nes 
G l c  N H q  
G a l  N H 2  

' 0,5MNaCI 
0 , 0 m  HCI  

22,8 
21,3 
11,2 
3,l  

N. D. 
58,4 O/o 

1,07 

O 1 l M  

22,3 
28,2 
16,2 
413 
8,5 

79,5 O/o 
O, 79 

1,33 

O, 1M N a C I  
0 , 0 m  HCI - 

19,6 
23,l 
13,9 
8,5 

10,5 
75,6 O/o 

O, 84 

1 ,O4 

: 

O,25M N a C I  
0,01N HCI - 

:O,35M N a C I  
0,01N HCI - 

18,8 
19,6 
9,8 
511 

1 1 , l  
64,4 O/o 

0,95 

I 

17,2 
17,8 
812 
212 

12,5 
57,9 O/o 
0,96 

1,49 1/53 



Ces résultats nous permettent d 'about i r  à une classif icat ion 

des mucines sécrétées par l'ensemble de l 'arbre trachéo-bronchique 

qui  s'adapte d 'a i l leurs à ce l le  rencontrée dans les productions des 

différents kystes bronchogéniques étudiés. 

Cet te  classif icat ion s'adapte étroitement aux conditions 

d 'é lu t ion uti l isées pour la  chromatographie sur colonne d'Ecteo la-  

cel lulose e t  re jo in t  les caractères histochimiques retenus pour leur ca- 

rat térisation , 

2) Eléments de classif icat ion des fucomucines bronchiques 

Les mucines faiblement retenues sur I 'Ecteo la-ce1 l u  lose sont 

riches en fucose (1 8 à 20 p. 100 du poids sec). E l  les ne renferment 

que 1 à 5 p .  100 d 'acide N-acétyl-neuraminique. Le  sulfate peut  @ 
être caractérisé dans ces fucomucines, mais n'excède jamais L I L L E  

1,5 p.  100 de l a  préparation. 

Dès l e  passage sur l a  colonne d'une solution d 'HCI  0,01 N - 
et sans augmentation de l a  force ionique de cet te solution (O, 1 M - 
NaCI),  on peut dans certains cas (Tableau XIV : WAS.. . groupe san- 

guin A )  é luer une mucine moins r iche en fucose (14,6 p. 100), mais 

qui ne possède aucun caractère notable d 'ac id i té  de type carboxyl i -  

que (2,2 p. 100 de N A N A )  ou sulfaté. O n  peut envisager par la  plus 

fa ib le  teneur en fucose de cette préparation qu 'e l le  correspond sans 

doute b une sialomucine ayant perdu dans le  m i l i eu  endobronchique 

une par t ie  de son acide sialique const i tut i f  par act ion d'une neurami- 

nidase bactérienne, 

L a  comparaison des compositions glucidiques des fucomucines 

avec l ' a c t i v i t é  spécifique de groupe sanguin qu'el les présentent peut 
galactose 

être discutee dans l 'é tude du rapport . O n  constate en 
hexosam ines 



effet  que ce rapport est de 1,O dans les mucines d 'ac t iv i té  H f  de 0,8 

dans les mucines d 'ac t i v i té  A e t  de 1 , l  dans les mucines d 'ac t i v i té  B. 

Ces rapports s'accordent avec la  structure des ol igosacchari- 

des responsables de ces act ivi tés biologiques : 

Ac t i v i t é  H 

Ac t i v i t é  B 

Galactose* N -Ac.  .-y 
g lucosamine 

Fucose 

(1 -3) 
Galactose -+ Galactose j  N - A c .  .- 

glucosamine 

F ucose 

(1 -3) 
Ac t i v i t é  A N -Ac.  gaIactosamine ----+Galactose+ Ac .  Ac..-> 

glucosamine 

Fucose 

a lactose 
Ces dif férences de rapport retrouvées dans les 

hexosamines 
compositions des différentes fucom ucines suggèrent : 

- Une structure analogue pour toutes les mucines dans l a  

par t ie  profonde des glycannes supportant ces oligosaccharides spéci- 

fiques. 

- Un  nombre relat ivement l imi té  de résidus osidiques dans 

la  structure d'un glycanne supportant I 'oligosaccharide specifique de 

l ' ac t i v i té  biologique. Cette condi t ion est en e f fe t  nécessaire pour 

laisser apparaître des différences de composition portant sur un galac- 

tose ou une N -acé tyl-galactosamine. 

3) Eléments de classif icat ion des sialomucines 

Les sialomucines sont éluées en solution HCI 0,01 - N, N a C I  



0,3 - M. Elles sont moins riches en fucose que les précédentes e t  ne 

possèdent plus d 'ac t i v i té  de substances de groupe sanguin. Leur corn- 

position f a i t  toutefois apparaître un caractere hybride en rapport 

avec une teneur en sulfate de 1 à 3 p. 100. Ce caractère hybride est 

beaucoup plus marqué dans les rnucines de mucoviscidose de l 'enfant. 

L a  déf in i t ion de cette classe de rnucine repose néanmoins 

sur l 'é t ro i te  dépendance du caractère polyanionique et de la  présence 

d'acide N-acétyl-neuraminique aisément c l ivab le  par l ' ac t ion  de 

neuraminidase. 

a) Ac t i on  de la neurarninidase bactérienne .................................. 
Nous avons comparé les cinétiques de l ibération d 'ac ide 

N -acé t y  1-neurarninique par act ion de deux neurarninidases bacté- 

riennes : 

- une neurarninidase de Clostridiurn perfringens d 'act iv i té  spécifique 

égale à 1.280 U par  mg ; 

- une neuraminidase de Diplococcus pneurnoniae t i t rant  1.200 U 

par mg ; 

Les pourcentages d 'acide N -acé tyl-neurarninique l ibéré 

sont rapportés dans le tableau XX IV .  

Tableau X X I V  

Pourcentage d 'acide sialique 
libéré par l 'ac t ion de neuraminidasesbactériennes 

en 60 rnn 

en 120 mn 

en 24 heures 

Neurarninidase de 
C lostridiurn perfringens 

70,l O/o 

75 O/o 

92 O/o 

Neurarninidase de 
Diplococcus pneurnoniae 

58,9 O/o 

67 O/o 

74,l O/o 



b) Etude électrophorétique de sialomucine avant e t  ----------- ------ ....................... 
après act ion de la  neuraminidase - ........................... 

L'étude é lectrophorétique réalisée en agarose à pH  8,2 

démontre qu'après act ion d'une neuraminidase, les sialomucines on t  

un comportement électrophorétique e t  histochimique analogue à 

ce lu i  d'une fucomucine. E l  les migrent moins rapidement en électro- 

phorèse, se colorent par l e  réact i f  de Schiff  après oxydat ion per iodi-  

que, mais ne  sont plus révélées par le  Bleu de Toluidine. 

Ces résultats démontrent que dans cet te classe de mucines, 

le  caractère polyanionique relève essentiel lement de l a  présence 

d 'acide sial ique aisément c l ivab le  par l 'ac t ion de neuraminidases 

bactériennes. 

4) Eléments de classif icat ion des sulfomucines 

Cet te  dernière classe de mucines est éluée plus tardivement 

de l a  colonne d1Ecteola-cellulose. O n  note dans leur composition 

une baisse notable de l a  teneur en acide sial ique et  une augmenta- 

t i on  importante du taux de sulfatation. La teneur en fucose est ana- 

logue à ce1 le  des sialomucines. Cet te  classe de mucines ne possède 

aucune ac t i v i té  de substances de groupes sanguins. 

5) Conclusions 

L a  systématisation déf in ie  pour les mucines sécrétées dans les kystes 

bronchogéniques est retrouvée pour les produits de sécrétion de l'arbre 

trachéo-bronchique. II faut  noter toutefois que dans l a  p lupart  des 

hypersécrétions, e t  plus encore dans l a  mucoviscidose de l'enfant, 

les mucines ont  un caractère hybride carboxyl ique e t  sulfaté. 

Cet te  dist inct ion de trois classes fondamentales dans les 



mucines bronchiques pose le  problème de leur ident i f ica t ion histochi- 

mique dans les biopsies tissulaires, ainsi que ce lu i  de leur or ig ine 

ce l lu la i re .  

D) QUALITE D'ECHANGEUR D ' I O N S  DES MUCINES 

BRONCHIQUES 

La déf in i t ion histochimique des mucines bronchiques pur i -  

f iées repose essentiellement sur deux types de réactions : 

- La colorat ion par l e  réact i f  de Schiff  des polyaldéhydes 

formés par oxydat ion periodique des glycannes. Cet te  réact ion est 

part icul ièrement nette pour les fucomucines et  pour les sialomucines. 

- La f ixa t ion d 'un colorant basique comme le  Bleu de 

Toluidine sur l a  structure polyanionique des mucines carboxyliques 

e t  sulfatées. 

Connaissant les part iculari tés de compositions chimiques 

des sialomucines et  des sulfomucines purif iées ou  de leurs glycopep- 

tides, nous avons tenté de préciser plus exactement les conditions 

de f ixa t ion de colorants basiques sur ces molécules. La méthode 

spectrophotométrique décr i te par O HKUMA (80) pour I 'étude des 

modif icat ions du  spectre du Bleu de Toluidine f i xé  sur les substances 

M e t  N nous est apparue part icul ièrement intéressante pour I 'étude 

des mécanismes d'échanges protéines-colorant ou peptides-colorant 

sur les diverses classes de mucines ou de glycopeptides bronchiques. 



1) Colorations histochimiques des rnucines de caractère 

Une sialomucine part icul ièrement r iche en acide N-acé ty l -  

neuraminique (21 p, 100 du poids sec) te l le  que ce l l e  que nous avons 

p u  isoler d'un kyste bronchogénique, se colore intensément par le 

Réact i f  de Schi f f  après oxydation periodique. E l  le  f i xe  l e  Bleu de 

Toluidine ut i l isé en solut ion de pH  2,45, le  f i xe  plus faiblement à 

p H  1,0, e t  perd toute a f f in i té  pour ce colorant à pH 0,2. 

Les sulfomucines (contenant 7 p. 100 de sulfate) ne se révè- 

lent  pas par le Réacti f  de Schi f f  après oxydation periodique, mais 

f i xen t  le Bleu de Toluidine (ou le  Bleu A lc ian)  pour toutes les valeurs 

de pH  de 0,2, 1,O et  2 /45 .  

2) Modi f ica t ions du spectre d'une solut ion de Bleu de Tolui- 

dine par add i t ion des divers types de glycopeptides de 

rnucines bronchiques 

a) Protocole expérimental .................... 
2 mg de glycopeptides obtenus par protéolyse du mucus f i-  

b r i  I la i re (paparne-pronase) e t  chromatographie sur DEAE-Sephadex 

A-25  sont dissous dans 2 m l de tampon phosphate 0,01 M de pH 6,5. - 
Après agitation, sont ajoutés à l a  préparation de glycopeptides 2 m l  

d 'une solution de Bleu de Toluidine (Bleu de Toluidine, O, E.Merck) 

à l a  concentration de 0,002 p.  100 dans l 'eau dist i l lée.  

La concentrat ion f ina le  est donc respectivement de 0,05 

p. 100 en glycopeptide e t  de 0,001 p. 100 en Bleu de Toluidine. 

Le  spectre d'absorption de ce mélange est d tab l i  en continu 

par balayage entre deux valeurs de longueur d'onde extrêmes de 530 

e t  700 nm. 



D . O .  
1 

M O D I F I C A T I O N  D U  SPECTRE D'ABSORPTION D U  BLEU DE TOLUlD lNE  

E N  PRESENCE DE GLYCOPEPTIDES O U  DE M U C I N E S  BRONCHIQUES 

P' D . o . ~  

n 

Glycopeptides de bronchite chronique (Sch. . .) Glycopeptides de mucoviscidose (Dech. . . ) 

Mucines natives purifiées de bronchite 
chronique (Verg. .  .) 

A 
Glycopeptides de kyste bronchogénique (S. M a r .  . . )  

A 
Chondroi'tine-sulfate Effet de l a  force ionique .i 
Acide N-acétyl-neuraminique 

Figure 12 



Les spectres sont comparés à ce lu i  d'une solution de Bleu 

de Toluidine l ibre ut i l isée à la même concentration. 

b) Résultats -------- 
Les diagrammes obtenus sont présentés f igure 12 . Nous 

avons f a i t  f igurer les résultats de l 'é tude des glycopeptides é Iués en 

N a C I  O,3 M HCI  O,01 N - - 
N a C l  O,5M HCI  O,01 N - - 
Ces trois éluats correspondent pour l a  solution N a C I  O, 1 M - 

aux glycopeptides riches en fucose, en 0,3 M N a C l  HCI 0,01 N - - 
sont élués les sialoglycopeptides. Le  caractère sulfatd apparaît en 

0,5 M N a C I  HCI  0,01 N. - - 
Nous pouvons donc comparer l ' in teract ion glycopeptide - 

Bleu de PoluCdine en fonction de la  richesse de nos préparations en 

fucose, en acide sial ique e t  en sulfate. 

1 O )  Gbcoeept ides de bronchite c h r o n i v e  (f igure 12)  - - -------------- - 
Le  spectre du Bleu de Toluidine nous permet de retenir  deux 

maximum d'absorption respectivement à 637 et 600 nm. 

Les r6sultats obtenus avec les glycopeptides peuvent être 

donnes de l a  manière suivante : glycopeptides O, 1 M N a C l  ou  fuco- - 
glycopeptide : peu de modif icat ions du spectre ; tout se passe 

comme s i  l e  colorant é ta i t  l ibre. II n ' y  a donc pas d ' interact ion.  

: glycopeptides 0,3 - M N a C I  H C I  

0,01 N ou sialoglycopeptide. Le spectre est modi f ie : l 'on  notera - 
une diminut ion très nette de I'absorbance à 637 nm. Le  rapport des 



densités optiques : 637nm/600nm est selon les g lycopeptides étudiés 

infér ieur ou égal  à 1. 

: glycopeptides 0,5 - M N a C l  HCI  

0,01 - N ou sialosulfog lycopeptides : les modifications d6 jà observées 

avec les sialogl ycopep tides sont retrouvées : inversion du  rapport des 

densi tés optiques : 637nm/600nm. De plus, le  second m aximum 

(600 nm pour le Bleu de Toluidine libre) se déplace vers des longueurs 

plus faibles. (spectre 1) 

L 'étude de ces spectres d'absorption met donc en évidence 

l ' a f f i n i té  t inctor ia le des glycopeptides acides (carboxyliques ou 

sulfatés) pour l e  Bleu de Toluidine. I I  est de plus possible de distin- 

guer faci lement les glycopeptides sulfatés en fonction du décalage 

du second maximum d'absorption vers les longueurs d'onde plus f a i -  

bles ; ce qui correspond en fa i t  à l a  métachromasie observée sur lame 

d'électrophorèse : tein te rouge vio lacée des sulfog lycopeptides. 

Le spectre donné par les mucopolysaccharides sulfatés tels 

que le  chondroTtine-sulfate (f igure 12)  confirme cette hypothèse. 

Le  maximum d'absorption se situe à 554 nm. (spectre 2) 

De plus, O HKUMA (80) ava i t  pu vér i f ie r  l'absence d ' inter-  

act ion entre I 'acide sialique l ibre e t  le Bleu de Toluidine. Quant  à 

nous, nous avons comparé le spectre donné par un glycopeptide r iche 

en acide sialique (f igure 12)  avant e t  après l ibération de l 'ac ide 

sial ique par hydrolyse en acide sulfurique 0,5 - N, 30 minutes, à 

80°C. L a  désialidation entraîne une modif icat ion du spectre. Nous 

retrouvons un diagramme comparable à celui  donné par les fuco- 

glycopeptides. L 'a f f in i té  t inctor ia le pour le colorant est donc bien 

dans le cas 6tudié en rapport avec le degré de s ia l idat ion des chaînes 

glycanniques. (spectre 4) 



2") G - lycoee_ptides - de mucus f ib r i  l la i re  de mucovis- ------------------- 
c i  dose ---- 

Les mêmes observations peuvent être retrouvées. L e  décala- 

ge du second maximum d'absorption est plus important. O n  passe en 

ef fet  de 600 nm à l a  longueur d'onde de 565 nm. (spectre 2) 

3") Etude des rnucines natives ------------- 
Nous avons vér i f ié  que des résultats comparables sont obte- 

nus avec les rnucines natives purif iées (figure 12). Dans le  cas des 

bronchites chroniques, les spectres des rnucines se modi f ient  progres- 

sivement en fonct ion de leur degré d 'ac id i té .  L e  rapport des densités 

optiques : 637nm/600nm peut  nous apporter un é Iément supplémen- 

taire de classif icat ion des rnucines en fonction de leur richesse en 

fucose, en acide s ia l ique ou en sulfate. (spectre 3) 

3) Mod i f i ca t ion  de la capacité de f i xa t ion  du Bleu de 

Toluidine par les sialo-sulfog Iycopeptides 

a) Ef fet  de l a  force ionique et  d u p H  ------------------ ------- -- 
L a  f ixa t ion du Bleu de Toluidine sur les glycopeptides peut 

être totalement inhibée en fonction de l a  concentration en N a C l  du 

mélange réactionnel. O HKUMA dans son étude des glycopeptides à 

ac t i v i té  M N libérés par protéolyse des érythrocytes humains, montre 

que la  f ixa t ion du colorant  est inhibée avec une concentrat ion f inale 

en N a C l  de 0,01 M. Nous avons pu observer les mêmes résultats. Le  - 
mécanisme d ' inh ib i t ion serait en f a i t  l a  f ixa t ion du ~ a +  sur les grou- 

pements carboxyliques des sialog lycopeptides. 

Une deuxième observation est ce l le  de l ' in f luence du pH. 

L'abaissement du p H  de l a  solution à l a  valeur de 1,8 f a i t  également 



disparaître toute interaction glycopeptide - colorant. Le rôle d'échan- 

geur de cations des mucines bronchiques n'apparaît donc que dans des 

conditions précises d' ionisation ou de force ionique de la  solution. 

b) Fixat ion des peptides basigues par les sialo-sulfo- 
---------------------* .................... 

L 'addi t ion de molécules basiques à fa ib le  concentration à 

la préparation de glycopeptides affecte l a  possibil ité de f ixat ion du 

colorant sur les glycopeptides. Nous avons étudié la modi f icat ion du 

spectre en fonction de la présence d'histamine e t  de bradykinine. 

Le  choix de ces deux molécules basiques relève de leurs propriétés 

biologiques au niveau de l 'arbre bronchique. 

L'histamine est aioutée à forte concentration : 1 mg d'his- 

tamine par mg de glycopeptide. (spectre 6) 

L a  bradykinine admise dans l e  mélange est de 33 y de 

peptide par mg de sialog lycopeptide. (spectre 6) 

Les spectres d'absorption obtenus (f igure 12 : spectre n05  

pour l'histamine, spectre n08 pour la bradykinine) dans ces condi- 

tions opératoires montrent que le colorant n'est pas f ixé sur les glyco- 

peptides. O n  peut donc considérer que pour la f ixat ion des molécu- 

les basiques et  en part icul ier  de la  bradykinine, l 'ac ide sialique 

joue un rô le  fondamental. 

Ce  protocole expérimental e t  les résultats qu ' i l  apporte 

sont en accord avec ceux que nous avons obtenus lors de l 'étude de 

l 'act ion de la bradykinine sur la broncho-motricité bronchique 

(MUH)(81). COLLIER et co l l .  décrivent en 1959 les effets de ce 

peptide sur la  motr ic i té bronchique du Cobaye i n  v ivo (82). Nous 

avons pu  en 1966 (HAVEZ et  a1.)(60) caractériser et isoler au sein 

des protéines du mucus bronchique une estérase résistant à I ' i nh ib i -  



teur trypsique du soja, que nous avons ident i f iée à la kal l icréine. 

II est donc possible d'envisager au niveau de la muqueuse 

bronchique une libération de kinine après activation de la kal l icréine 

et  coupure enzymatique au niveau du kall idinogène libérant le 

peptide. 

Le bronchospasme peut être obtenu chez le Cobaye par in -  

jection de 3 microgrammes de bradykinine. S i  I 'on incube des sialo- 

glycopeptides à la  dose de 2 mg pour 5 p g  de bradykinine à 37OC, 

pendant 30 minutes, et que I'on in jecte ce mélange par voie intra- 

veineuse, l 'effet bronchospasmodique n'est plus retrouvé. Les sialo- 

glycopeptides jouent donc un rôle dans l ' inh ib i t ion de la bradykinine 

par formation d'un complexe non réversible dans les conditions phy- 

sio logiques. 

Cette action inhibi t r ice n'apparaît qu'avec les sialoglyco- 

peptides ; s i  I 'on désialide les glycopeptides (par méthode chimique 

ou enzymatique), I 'effet de protection disparaît. 

Nous sommes donc conduits à admettre pour les rnucines 

sialidées des propriétés d'échangeur capable de f ixer les peptides ba- 

siques. 

La  démonstration d'un complexe bradykinine - sialoglyco- 

peptide, l 'action de la neuraminidase sur ces structures nous permet- 

tent de conclure que ces rnucines bronchiques possèdent un rôle bio- 

logique local  à travers leur possibi l i t6 d'échangeur de cations. 

c) Fixation des protéines 
- - -mm- - - - - -  ------- 

Ces propriétés d'échangeurs de cations ont été également 

étudiées en fonction de la  possibilité de f ixat ion des protéines ou 

des glycoprot6ines. O HKUMA (83) signale que I 'addition de sérum- 

albumine à faible concentration affecte l ' interaction des sialog lyco- 



peptides avec le Bleu de Toluidine. Nous avons pu faire les mêmes 

constatations avec des préparations de transferrine ou d ' lgA de sécré- 

tion, isolées et purifiées de I'expectoration. 

Les modifications du spectre sont présentées figure 12 : 

spectre n05. Le diagramme obtenu ne permet pas dans les rapports 

pourtant élevés qui ont été retenus (O, 1 mg de protéines par mg de 

glycopeptides) d'obtenir un spectre voisin de celui  de fucoglycopep- 

tides ou de sialoglycopeptides. L'augmentation de la concentration 

en prot6ine (0,2 mg de protéines par mg de glycopept idd ne modifie 

plus le spectre. D'autre part, les résultats sont tout à fa i t  superposa- 

bles quel que soit le point  isoélectrique de la glycoprotéine retenue. 

II n'est donc pas certain que la f ixation de la transferrine 

ou des IgA soit en rapport direct avec la seule présence de l 'acide 

sialique en position terminale des chaînes glyçanniques des glyco- 

peptides. 

Toutefois, le complexe protéine-mucine peut être mis en 

évidence. II nous permet de souligner la possibilité de l ' interaction 

des protéines dans la  réalisation de la structure f ibr i l la i re  du mucus 

bronchique. Cette hypothèse avait dbjà et6 formulée en 1964 

(DEGAN D)(84). 

S i  à une solution de mucines acides isolées par précipita- 

t ion à pH 2,3 et précipitant par le Cetavlon, nous ajoutons une solu- 

tion d'lgA, nous pouvons enregistrer en viscosimétrie, une augmenta- 

tion rapide de la viscosité apparente. Des forces de tension appa- 

raissent et  gênent la rotation du disque mobile du viscosimètre (me- 

sure effectu6e sur Micro-Cone Plate Viscosimeter Brookfield). Des 

proprietés rh6ologiques analogues à celles observees sur le  mucus 

f ibr i l la i re  de I'expectoration sont donc apparues et nous conduisent 
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b envisager que l 'union de ces deux groupes de molécules conditionne 

la structure organisée du réseau f ibr i l la i re.  L 'act ion sur les prépara- 

tions visqueuses et  géliformes obtenues i n  vitro, d'un agent réduc- 

teur (L. cystéine 0,075 - M en concentration finale) est immédiate et 

réduit en quelques minutes la viscosité. L'absence d'effet sur les 

mucines en l'absence d'immunoglobulines a été vérif iée. 

La démonstration de complexes protéine-mucine peut donc 

fournir une interprétation de l 'act ion des agents réducteurs sur les 

sécrétions bronchiques. Nous pensons que la transferrine joue égale- 

ment ce rôle et peut concourir à la réalisation de ponts d'union 

interf ibr i  I laire. 

E) ORIGINE CELLULAIRE DES MUCINES SULFATEES DE 

L'EXPECTORATIO N 

Les études histochimiques et l'analyse des produits synth6- 

tisés dans les fragments de biopsie bronchique maintenus en survie 

i n  vitro nous ont permis d'étudier l'incorporation de radiosulfate 

dans la  structure des glycoprotéines sécrét6es et d' identif ier les éluats 

cellulaires responsables de ce transfert act i f  du sulfate. 

1 )  Protocole exeérimental 

Des biopsies bronchiques prélevées au niveau de l'éperon 

de la bronche lobaire moyenne sont lavées dans une solution de 

chlorure de sodium à 0,8 p. 100 ml d'eau distillée, soigneusement 

découpées en trSIs minces lambeaux de muqueuse que l 'on place dans 

le mi l ieu de Hanks, additionné de 150 IiC de sulfate marqué par le . - 

35 
S. Les biopsies sont maintenues 6 heures en survie à 37OC sous 



agi tat ion rotat ive douce, puis lavées abondamment par le sérum phy- 

siologique, a f in  d 'é l iminer au mieux le sulfate l ib re  en excès. 

a) Etude histologique (*) ------------- -- 
Pour l 'étude histologique, les fragments de muqueuse bron- 

chique sont fixés par le  formol Baker, puis déshydratés par I 'bthanol 

absolu. O n  procède alors à l ' inclusion dans la paraf f ine pour la pré- 

paration des coupes. Ces coupes sont montées sur des lames gé la t in i -  

sées (gélat ine à 1 p. 100). Après él iminat ion de la  paraff ine par le 

toluène, les lames sont recouvertes d'une émulsion photographique 

pe l l i cu la i re  (AR 10 Kodak) et conservées à +4OC en boîtes herméti- 

ques. O n  procède à la  révélat ion de I'émulsion (révélateur D 19) 

après des temps d'exposition variables : de 7 jours à 1 mois. 

Une ident i f ica t ion des é léments morphologiques est effectuée 

soit par colorat ion au Bleu A l c i an  (pH 0,2) e t  au glychemalun de 

Mayer, soit par colorat ion au Bleu A lc ian  associéeau réact i f  de 

Schi f f  après oxydation periodique. 

La  prise de cl ichés photographiques des autoradiographies 

avant colorat ion des lames, permet de confronter une 6tude histochi- 

mique des glandes bronchiques e t  l ' incorporation du précurseur u t i -  

lisé (figure 13). 

b) Démonstration de I ' incoreoration du radiosulfate ..................... .................... 
dans les g lycopeptides 

- m m - - - - - -  -- - ---- 
A f i n  de préciser la nature des produits de secretion qui in -  

corporent le  sulfate marque, nous avons préparé à part i r  des fragments 

tissulaires maintenus en survie un hydrolysat papai'ne-pronase dans les 

conditions précedemment décrites. La fa ib le  quanti té d'hydrolysat 
I i ------ i-------- i--------------*---------------------------d------ ,  

(*) Nous remercions le Professeur M. DEMlNATTl  qu i  a réalisé l 'étude 
histo-autoradiographique. 



de muqueuse interdi t  toute étude chimique directe. Nous avons donc 

ajouté à I'hydrolysat tissulaire une préparation de glycopeptides obte- 

nus par hydrolyse dans les mêmes conditions du mucus f ibr i l la i re  de 

l 'expectoration du même malade. 

1 O) Chromatogra_phie de gel - f i  l trat ion sur Biogel P 20 - ----- ------------------- 
Cette chromatographie de gel- f i l t rat ion est réalisde dans 

l'eau distil lée. Les courbes obtenues par le dosage à I 'orcinol sulfu- 

rique et l'enregistrement de la  radioactivité (à l 'a ide d'un appareil 

Tri Carb Packard) permettent d'individualiser deux pics : 

- Le premier p ic  qui s'inscrit à la  fois sur la courbe de do- 

sage à I 'orcinol et sur la  courbe d'enregistrement de la radioactivité 

correspond aux g lycopep tides ayant incorporé le  radiosu lfate. 

- Le second p i c  ne s'inscrit que sur la courbe de radia- 

act iv i té.  II représente le radiosulfate libre en excès. 

La fraction exclue de la colonne de Biogel P 20 est soumise 

à un fractionnemen t par le Rivanol à pH 1,5. Le surnageant et  le 

précipité Rivanol sont soumis à une étude électrophor6tique en aga- 

rose à pH 8,2 avec autoradiographie. 

2") Localisation ce1 lulaire des sulfo-transférases 
-------------------1___ 

L'examen des coupes colorées par le Bleu Alc ian (pH 0,2)- 

glychemalun, superposées à leurs autoradiographies (figure 13 ) 

montre qu' i l  existe une intense incorporation du précurseur radio- 

act i f .  L'incorporation du radiosulfate est située au niveau de l 'bpi- 

th6 lium de surface et au niveau de certains des é Iéments des glandes 

mixtes situées dans la sous-muqueuse. 

Dans certaines coupes, i l est possible, au niveau du carti- 



lage bronchique de mettre en évidence la f ixation du radiosulfate 

par les chondrocytes. Toutefois, cette incorporation est toujours 

moins intense qu'au niveau des é Iéments sécréteurs. 

Au faible grossissement (x 25), l'examen des coupes après 
35 

6 heures 30 mn d'incubation en présence de sulfate S permet de 

noter une radioactivité très marquée au niveau de l 'épithélium de 

surface. II n ' y  a pas d'incorporation dans les cellules qui bordent le 

canal excréteur. 

Pour préciser la nature des produits élaborés par les di f fé- 

rents éléments des glandes mixtes, nous comparons I'btude de la 

coupe colorée par le réactif  de Schiff après oxydation periodique 

(figure 13a) et I 'autoradiographie correspondante (figure 13b). 

Sur ce cliché, les éléments glandulaires correspondent à 

des acini muqueux ou à des acini séreux. O n  observe également des 

formations annulaires b l a  périphérie de certaines glandes muqueuses. 

II s'agit d'élbments séreux décrits sous le nom de croissant de lune 

ou croissant de Gianuzzi .  

Les cellules muqueuses donnent avec la réaction PAS 

(figure 13a) une coloration diffuse, rouge intense. Elles ne se colo- 

rent pas par le Bleu Alc ian à pH 0,2 et ne f ixent que très faiblement 

le sulfate. La double coloration Bleu A lc ian  - PAS fa i t  apparaître 

toutefois dans quelques tubules muqueux au-dessus du noyau des 

traînées bleu-violacé qui correspondent parfois à une incorporation 

plus ou moins nette de radiosulfate. 

Dans les ce1 Iules séreuses, on observe quelques granulations 

PAS positives et  d'autres colorées en rouge-violacé par le Bleu 

A lc ian  - PAS : l'intensité de la f ixation du radiosulfate au niveau 

des éléments séreux se traduit par l'abondance des grains dans 

1 'émulsion photographique. 



Ainsi, nous pouvons localiser l ' incorporation de radio- 

sulfate au niveau des ce1 Iules caliciformes de l 'épithélium de surface 

et au niveau des cellules séreuses des glandes mixtes. 

2) Etude des glycopeptides iso lés des fragments tissu la i  res 
A P 

33 -- 
et  marqués par le 

s04 

Isolement des glycoeeetides -------------- -- - ---- 
La fraction exclue de la CO lonne de Biogel P 20 a ét6 étu- 

diée en électrophorèse en agarose à pH 8,2. Les autoradiographies 

permettent de situer sur les diagrammes révélés par le Bleu de Tolui- 

dine ou par le PAS les composants marqués isolés des biopsies bron- 

chiques. 

Deux fractions mineures trés anodiques, faiblement radio- 

actives sont peu révélées par le Bleu de Toluidine. Une autre frac- 

tion colorée par le Bleu de Toluidine correspond par sa mobil i té 

é lectrophorétique aux g lycopeptides sulfatés du mucus bronchique. 

La  fraction révélée par le PAS n'est pas radioactive. 

Nous avons vérif ié par les études électrophorétiques et  les 

autoradiographies correspondantes pratiquees sur le précipité e t  le 

surnageant Rivanol que tous les glycopeptides marques par le 35~04  

étaient precipités par le Rivanol. 

II y a donc analogie étroite ehtre la ta i l le  mol6culaire, le 

comportement é lectrophor6 tique, les critères de précipitat ion en 

pr6sence de Rivano l(pHl,S) des glycopeptides obtenus par protéolyse 

des fragments tissulaires et des sulfoglycopeptides isolés du mucus 

bronchique du même malade. 



b) Localisation du sulfate au niveau des glycopeptides ................................. -- - ----- 
du mucus f ibr i l la i re ----------------- 

Les glycopeptides sulfatés précipités par le Rivanol et mar- 

qués par le radio-sulfate 3 5 ~  ont été soumis à une hydrolyse en mi- 

l ieu HCI 0,2 - N à 100°C, pendant une heure en tube scellé sous 

vide. L'hydrolysat ainsi obtenu est déposé sur une colonne de 

Sephadex G-15 en eau distil lée. L 'élut ion est suivie par le dosage 

à I 'orcinol sulfurique et  par mesure de la radioactivité en f lux conti- 

nu. Le diagramme obtenu nous montre la l ibération à part ir des 

g lycopeptides de composants de faible tai l le molécu laire qui sont 

colorés par le réact i f  à I 'Orcinol .  Toutefois, la radioactivité n'est 

retrouvée qu'au niveau de la fraction exclue du gel de Sephadex. 

Cette fraction, après lyophilisation, a été soumise à nouveau à une 

hydrolyse par HCI 0,2 - N à 100°C, pendant une heure. Une nouvelle 

f i l t rat ion sur la  même colonne de Sephadex G-15 montre que cette 

deuxième hydrolyse acide douce permet de couper les chaînes gly- 

canniques du glycopeptide sulfaté. La radioactivité est principale- 

ment retrouvée dans la zone d'exclusion, mais apparaît faiblement 

dans la zone d'élution des composants glucidiques de faible ta i l le  

moléculaire. 

La nécessité de recourir à deux étapes successives d'hydro- 

lyse acide dans des conditions qui amènent la  coupure des oses en 

position terminale non réductrice des chaÎnes glycanniques nous con- 

dui t  b penser que les groupements sulfate sont situés en profondeur 

de la chaîne glycannique. Cette hypothèse a été formulée également 

par KENT (85) à propos des mucines intestinales du colon de Mouton. 

Enfin, I'autoradiographie de la chromatographie sur papier 

des glucides libérés par hydrolyse chlorhydrique (HCI 4 - N, 4 heures, 



100°C) nous permet de retrouver la radioactivité au niveau de la 

zone correspondant à la migration des oses-osamines, sans qu ' i l  nous 

soit actuel lemen t possible d 'établ i r  avec certitude l'ose substi tué 

par le radio-sulfate. II nous faut souligner également la stabil i té de 

la liaison C - O - S dans les conditions d'hydrolyse utilisée. 

3) Conclusion 

Ces résultats nous indiquent une localisation pr iv i légiée des 

sulfo-transférases dans les acini  séreux des glandes mixtes de la mu- 

queuse bronchique. Les tubules muqueux ramifiés semblent plus adap- 

tés à la synthèse des substances de groupe sanguin et des sialomucines. 

O n  peut concevoir que I 'act iv i  té métabolique plus ou moins 

intense de ces deux types cellulaires aboutira à un équil ibre des 

mucines qui influencera la qualité et les propriétés du produit déver- 

sé dans la lumière bronchique. 

F) ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DES CELLULES 

SEREUSES ET DES CELLULES MUQUEUSES 

En microscopie électronique, les cellules séreuses se carac- 

t6risent essentiellement par un ergastoplasme développé et  la pré- 

sence de granulations arrondies ou ovalai  res, relativement denses 

aux électrons et limit6es par une membrane. 

Les ce1 Iules muqueuses, au contraire, contiennent un ergas- 

toplasme peu important et un appareil de Go lg i  étalé formé par de 

nom breux dictyosomes. 

Ces boules de mucigènes occupent la part ie apicale de la 



cel lu le  ; elles sont volumineuses et  entrent souvent en confluence. 

Par ailleurs, à l'inverse des granulations séreuses, elles ne sont pas 

circonscrites par une membrane. De plus, elles se caractérisent par 

des densités variables aux électrons. 

THIERY (1967)(86) a modifie l a  technique de S ELIGMAN 

pour la mise en évidence de polysaccharides sur coupes fines en 

microscopie électronique (+). Nous avons appliqué ce protocole à 

I 'étude des glandes bronchiques d'une biopsie effectuée chez un 

sujet normal, au cours d'une bronchoscopie (M). Après une oxyda- 

t ion periodique de 15 mn, 15 heures d'action de la thiocarbohydra- 

zide sont suffisantes pour mettre en évidence les groupements 

a-glycol révélés par le protéinate d'argent. Dans ces conditions, 

les boules de mucigènes ainsi que la  face mature de l 'appareil  de 

Go lg i  des ce1 lu  les muqueuses présentent un marquage important 

(figure 14 ). Toutefois, i l existe une grande variabil i té dans I ' inten- 

sité et  l a  répartit ion du'knarquage" des boules de mucigènes apparte- 

nant à une même cel lu le ou à des cellules différentes. Aucun mar- 

quage n'a pu être observé sur les granulations des cellules séreuses. 

Après 7 0  heures de contact avec la thiocarbohydrazide, 

nous n'observons pas de modification de marquage des boules de muci- 

gènes, par contre des grains de protéinate d'argent apparaissent sur 

les granulations des cellules séreuses. L'interprétation de ces résul- 

tats s'avère cependant délicate, étant donné le temps d'action pro- 

longé de l a  thiocarbohydrazi de qui provoque un "bruit de fond" au 

niveau du cytoplasme. 

(+) Cette technique est la transposition de la mise en évidence des 
glycoprotéines par le réactif  de Schiff après oxydation periodi- 
que sur lames d'électrophorèse. 

(R*) Nous remercions vivement le Professeur M. MAZZUCA qui a bien 
voulu réaliser I'étude en microscopie électronique que nous 
rapportons dans ce travai 1. 



CHAPITRE V 

ELEMENTS DE STRUCTURE DES MUCINES BRONCHIQUES 

Les prdparations de mucines soumises aux méthodes d'ana- 

lyse structurale sont homogènes en uItracentrifugation,et possèdent 

en position N -terminale un seul résidu d 'argin ine.  Ces résultats 

suggèrent l 'ex istence d 'un axe polypeptidique unique caractérisé 

par sa richesse en thréonine (27 à 29 résidus pour 100), en serine 

(16 à 18 résidus pour 1 OO), en prol ine (1 1 à 13 résidus pour 100), en 

g lycoco l le  (7 à 8 résidus pour 100) et  en alanine (9 à 10 résidus 

pour 100). Sa fa ib le  teneur en acides aminés basiques (7 à 8 résidus 

pour 100) jo inte à l ' importance des groupements glycanniques peut 

expl iquer la  grande résistance de ces molécules à l 'ac t ion de la  

trypsine. Ce t  axe polypeptidique est dépourvu de pont disulfure 

i n  trapeptidique. I 1 apparaÎt ainsi comme une chaîne protéique cons- 

t i tuée de 700 à 800 résidus d'amino-acides. L'abondance des résidus 

de prol ine in terv ient  certainement pour donner une structure confor- 

mationnel le très par t icu l iè re  avec de brusques courbures en rapport 

avec l a  disposition spatiale du carboxyle e t  du groupement iminé 

de cet  iminoacide. 



L'approche de la structure des mucines bronchiques ainsi 

déf in ie pose tout d'abord le problème de la répart i t ion des grovpe- 

ments glycanniques sur leur axe polypeptidique. C'est à ce problème 

que nous nous sommes essentiellement attaché en abordant tout 

d'abord la détermination de la  séquence peptidique de I 'extrémité 

N-terminale.  Cette étude nous montre la proximité du premier point  

d'attache glycanne-protéine qui  n'est séparé de I 'argin ine en posi- 

t ion N- termina le  que par un seul résidu d'amino-acide. 

L 'étude du po in t  d'attache glycanne-protide pose deux 

problèmes : nature de la liaison et ident i f ica t ion de l'ose e t  de 

l 'ac ide aminé impliqués dans cette liaison. Ces déterminations réal i -  

sées successivement sur la mucine nat ive et sur les glycopeptides li- 

bérés par protéolyse enzymatique suggèrent une distribution sensible- 

ment homogène des glycannes sur I'ensem b le  de l 'axe po lypept id i -  

que. Ces résultats sont vérif iés par l 'étude de glycopeptides de plus 

pet i te  t a i l l e  où la  séquence au voisinage du po in t  d'attache du 

glycanne proche de I'extrémité N-terminale du peptide a été déter- 

minée. La longueur moyenne du glycanne que suggèrent ces résul- 

tats est compatible avec les résultats fournis par l 'oxydat ion perio- 

dique des glycopeptides. 

A )  ETUDE DE L'EXTREMITE N-TERMINALE DES MUClNES 

Par méthode des Dansyl-amino-acides, i I est possible 

d ' ident i f ie r  I 'argin ine en position N -terminale des mucines. C e  ter- 

minal  est retrouvé quel le que soit la nature de la mucine étudiée et  

ne se modi f ie pas en fonction de sa composition glucidique. L 'app l i -  



cat ion à la  molécule nat ive des techniques de dégradation récurrente 

dlEdman couplées avec la méthode des dansylations de GRAY et  

HARTLEY nous a permis d ' ident i f ie r  la séquence suivante : 

ARG - PRO - X - (GLY  , ALA) 

Les amino-acides dansylés sont identi f iés par chromatogra- 

ph ie  en couche mince sur gel  de si l ice. La  position des dansyl- 

amino-acides est repérée par leur fluorescence à 340 nm. Pour le 

premier cycle, l ' ident i f ica t ion de la prol ine n'offre pas de d i f f i -  

cultés. Après le  deuxième cyc le  de dégradation récurrente, nous ne 

pouvons ident i f ie r  I 'amino-acide terminal. Aucun dansyl-amino- 

acide n'est fluorescent. Plusieurs hypothèses pouvaient être avancées 

e t  nous discuterons surtout les suivantes : 

- blocage de la  dégradation récurrente dlEdman 

- impossibilité de dansyler I 'amino-acide en position ter- 

minale 

- absence de fluorescence de I'amino-acide N -terminal 

dansy lé. 

L e  blocage de la  dégradation récurrente peut être él iminé 

en fonction des résultats du cyc le  suivant. II ne nous est pas possible 

de répondre actuellement et de trancher entre la  seconde e t  la  t ro i -  

sième hypothèse. Toutefois, des exemples de dansyl-amino-acides 

non fluorescents ont  d6jà été observés ; c i  tons en par t icu l ier  le  cas 

de la S-carboxy-mé thyl-méthioninyl-peptide où la DNS-carboxy- 

m6thyl-méthionine libérée n'apparaît pas sous forme d'un dérivé(TmG) 

(8/) fluorescent, b ien que la réaction de la  fonction aminée avec le chlo-  

rure de 1-dim6thyl-amino-naphtalène-sulfonyl (DNSCL) soit  conser- 

v6e. Nous reverrons d 'a i  l leurs ce problème lorsque nous exposerons 

les résultats obtenus sur des glycopeptides de fa ib le  t a i l l e  moléculaire 



e t  où nous pourrons l ie r  l'absence de dansylation ou de fluorescence 

à la présence d 'un po in t  de branchement glycanne-protéine. 

Le  troisième cyc le  dlEdman nous permet d ' ident i f ie r  la g ly -  

c ine et  l 'a lanine.  II est possible également de caractériser une 

dansyl-osamine, ainsi que la thréonine. II apparaît donc qu'un cyc le  

supplémentaire dlEdman dégraderait le glycanne-amino-acide et  

l ibhrerai t l'O H-amino-acide engagé dans la  l iaison O -glycosidique 

permettant ainsi l a  fluorescence de la  Dansyl-thréonine. 

Cette 6tude de la  séquence des acides amines de la  région 

N-terminale des mucines natives nous permet donc de retenir I 'en- 

chaînement : 

ARG - PRO - (THR) - (GLY  O U  ALA). . 
t 

Galactosamine 

B) ETUDE DU POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTEINE 

DES MUCINES BRONCHIQUES 

La  présence de liaisons O -séryl e t  O - thréonyl-N-acéty l -  

galactosaminides a été démontrée dans les substances de groupe san- 

guin par de nombreux auteurs : KABAT et L L O Y D  (88), 

KOTCHETKOV (89), WINZLER (90), K N O X  et  M O R G A N  (91), 

REG& et M O R G A N  Q2). 

L a  sensibi l i t 6  de ce type 

de liaison en m i  l i eu  a lca l in  est maintenant b ien établ ie. El le a 

d'ai l leurs été ut i l isée et  mise à prof i t  pour obtenir  des oligosaccha- 

rides qui  possedent encore une act iv i té  de groupe sanguin ( K N O X )  

(93) (REGE)(94) (SCHIFFMAN)(95). 



De nombreuses techniques comportant toutes un passage en 

mi l ieu  a lca l in  on t  été proposées pour caractériser les liaisons 

O -séryl e t  O -thréonyl-glycosidiques qui  re l ient  les glycannes au 

squelette polypep t idique de certaines glycoprotéines comme les 

mucines sous-maxillaires (PI GMAN)(96)  (BHAVANAN D A N )  

(97) ( G O  TTSCHALK)(98) (ADAMS)(99)(100)(BERTOL IN I)(101) 

CASTELLAN I(Xt2), ou comme les mucopolysaccharides sulfatés 

(ANDERSON, HOFFMAN et  MEYER)(ICG) (GREGORY, LAURENT 

et RO D EN)(104). Ces liaisons glycanne-protide sont en ef fe t  très 

labiles en m i  l i eu  a lca l in  et leur hydrolyse amène une modif icat ion 

structurale du 6 -hydroxy-amino-acide engagé dans la l iaison par 

un mécanisme de B -él imination bien étudié par HARBO N e t  a l .  

(105)(106), 

La  richesse en O H-amino-acides de nos préparations de 

mucine bronchique (40 à 45 résidus pour 100 résidus) nous a conduit 

b envisager l a  possibi l i té de liaison glycanne-protéine de type 

seryl ou thréonyl-O -glycosidiques e t  à préciser l ' importance du nom- 

bre de branchements dans la structure des mucines. 

1) Mod i f i ca t ion  de l'absorption spectrophotométrique à 

241 nm 

La  formation des déhydro-amino-acides (acide 2-amino-2- 

pro~enofque ou a-amino-acryl ique ou déhydro-alanine à par t i r  de 

la sérine ; acide 2-amino-2-buténoTque ou a-amino-crotonique à 

part i r  de la thréonine) au sein du squelette polypeptidique de la 

~ l y c o p r o t é i n e  s'accompagne d'une augmentation de la densité opt i -  

que des solutions mesurée à l a  longueur d'onde de 241 nm. 

Nous appliquons la méthode décri te par CARUBELLI, 



B H A V A N A N  D A N  e t  GO TTSCHALK(l07) sur des préparations pur i -  

fiées de mucine. La densité opt ique de 2 mg de mucine dissous dans 

3 m l  de N a 0  H 0,5 - N s'élève progressivement en 60 minutes, à la 

température du laboratoire. Les valeurs de l a  densité opt ique mesurée 

aux temps 0, 30 et  60 minutes sont rapportées dans le tableau XXV.  

Tableau X X V  

Var ia t ion de la  densité optique des mucines à 241 nm 

en  rése en ce de N a 0  H 0.5 N 

Cet te  augmentation progressive de l a  densi té op t ique est 

tout  à f a i t  comparable à ce l le  observée par CARUBELLI e t  a l .  (107) 

Temps 
en heure 

O 
1 
2 
4 
5 
6 
7 
8 

24 
i 

avec un glycopeptide de mucine sous-maxillaire de Mouton. El le nous 

apporte un élément en faveur de l a  présence de liaisons a l ca l i -  

Fucom ucine 
O,1 M N a C l  - 

O, 160 
O, 250 
0,410 
O, 640 
0,730 
0,795 
O, 840 
O, 920 
1,120 

I 

labi les sensibles au mécanisme de B -él imination. 

2) Ident i f ica t ion des acides a-cétoniques formés dans l a  

Sialomucine 
0,3 M N a C I  
O, 01-N - HCI 

O, 200 
O, 350 
O, 540 
O, 850 
O, 980 
1,100 
1,160 
1,260 
1,520 

l i th ine 0,09 N 

L ' ins tab i l i té  des acides a-cetoniques formés à par t i r  de la 

Sulfomucine 
0,5 M N a C I  
O, 01-N HCI  - 

O, 165 
O, 300 
O, 500 
O, 805 
O, 940 
1,050 
1,130 
1,210 
1,480 

serine ou de l a  thréonine engagés dans les liaisons séryl ou thréonyl- 

I 



O-glycosidiques ne permet pas de les ident i f ie r  dans les hydrolysats 

chlorhydriques des mucines traitées en m i l i eu  a lca l in .  Dans les condi- 

tions d'hydrolyse des protéines (HCI 5,6 - N, 24 heures, 1 10°C, en 

tube scellé sous vide), i l s  subissent une désamination oxydat ive qui  

transforme 1 'ac ide 2-amino-2-propénoi'que en acide pyruvique e t  

l 'ac ide 2-amino-2-buténoi'que en acide a-cétobutyrique. 

Sérine -> acide 2-amino-2-propénoi'que --> acide 
@-él iminat ion 
N a O H  0,5 N 
24 heures à température 
du laboratoire 

HCI  5,6 - N pyruvique 
24  heures 
1 10°C 
sous v ide 

Thréonine--> acide 2-amino-2-buténoi'que .->acide u -céto- 
butyrique 

G l ycosyl G l ycosy l 
I I 

I 
* *  N H -  C H  - 

O -thréonine- 
g l ycoside 

CH3 

O -séryl- 
g l ycoside 

... 

Nous avons repris la  technique préconisée par ADAMS (108): 

hydrolyse une heure à 100°C par  l a  l i t h ine  0,09 - N. La  solut ion est 

ensui te t ra i tée par I'ortho-phényléne-diamine en m i  l i eu  acide pen- 



dans 16 heures à 11 O°C. Les quinoxal inols formés sont séparés par 

chromatographie en couche mince sur ge l  de sil ice, avec le  système 

solvant chloroforme - éthanol (9/1) préconisé par ADAMS. Les quino- 

xal inols sont séparés e t  identi f iés par leur fluorescence bleue en 

lumière de Wood. . . . N H  - C - C O  * a -  

quinoxal inol  

Cette méthode a été appliquée b des mucines riches en 

fucose. E l  l e  a mis en évidence l 'existence dans les m ucines bronchiques 

de liaisons O -séryl mais surtout de liaisons O -thréonyl-g lycosidiques. 

3) Composition en acides aminés après traitement par la 

soude - 
L'act ion de la  soude 0,5 - N pendant 24 heures, à tempéra- 

ture du laboratoire, provoque la  formation par 6 -é l iminat ion de 

déhydro-amino-acides. Ces déhydro-amino-acides sont instables au 

cours de l 'hydrolyse totale par l 'ac ide chlorhydrique (HCI 5,6 - N, 

1 10°C, 24  heures, sous vide). En comparant la composition en acides 

aminés d'une mucine avant e t  aprbs traitement alcal in, la diminution 

du nombre de résidus d 'O  H-amino-acides enregistrée représente le 

nombre de molecules de threonine ou de serine qui, engagBes dans les 

liaisons g lycanne-protide, ont  été transformées en déhydroxy-amino- 

acides par mécanisme de B-él iminat ion.  



Cette estimation des résidus transformés est un argument non 

seulement qualitatif, mais aussi quantitat i f  des liaisons séryl ou 

thr6onyl-O -glycosidiques. Toutefois, MO NSI G N Y  (1 09) souligne 

dans sa Thèse la possibil ité de destruction d'O H-amino-acides non 

substitués. BHAVANANDAN et  al . ( l10) ont pu  montrer que l 'act ion 

de la soude 1 - Nf  à O°Cf pendant 68 heures, amenait une destruction 

de 10 p. 100 de la  sérine sur la  séryl-leucyl-leucine et sur la 

séryl-glycyl-glycinam ide. 

HARBO N et co l l .  (1 11) aboutissent à la même constatation 

en soumettant le lysozyme à un contact, à pH 12,8, de 45 minutes 

à 70°C. Dans ces conditions, 15 p. 100 de la sérine et de la thréonine 

sont détruites. 

O n  peut également observer une diminution sensible du taux 

de i'osamine engagée dans la liaison ; ANDERSON-BRAY (1 12) 

LIEBERMAN et MEYER signalent cette possibilité. 

a) Conditions de rupture des liaisons alcal i- labi les : ......................................... 
Les conditions expérimentales préconisées sont différentes 

selon les auteurs. Pour ANDERSON ( 1  12), N a O H  Of5 - Nf 20Cf 

pendant 7 à 20 heures ; pour GOTTSCHALK (1 13), mêmes conditions 

mais avec 68 heures de contact ; A N  DERSO N (1 14) ut i  lise également 

la potasse KO H Of45 N, 20°C, pendant 20 heures. HARBO N et 

CLAUSER ( 1  15) préconisent des solutions alcalines de pH 12,8 et de 

force ionique 1,6 à 70°C pendant 45 minutes. 

TANAKA (1 16) enfin retient une normalite plus faible en 

soude : N a O H  O, 1 - N, à 20°C, pendant 1 à 6 jours, en présence de 

borohydrure de sodium 0,3 - M qui assure la réduction des déhydro- 

protéines. TANAKA e t  PIGMAN (1 16) obtiennent ainsi une réduc- 

tion de 80 p. 100 de la  déhydro-alanine et de l 'acide 2-amino-2- 



buténoi'que. MONSIGNY ( 1  17) obt ient  une réduction satisfaisante 

avec l e  sodium-ammoniac préconise par  RESSLER et  KARH EL1 KAR 

(1 18). L 'a lan ine et  l ' ac ide  a-amino-butyrique sont ensuite dosés sur 

auto-analyseur Technicon. La présence de borohydrure dans l a  solu- 

t ion a lca l ine va  également provoquer l a  réduction de I 'hexosamine 

engagée dans l a  l iaison e t  peut permettre son ident i f ica t ion.  A u  cours 

de notre étude, nous avons adopté les conditions suivantes standardi- 

sées pour tous les échanti  I Ions étudiés : N a 0  H 0,5 - N, 24 heures, 

à température du  laboratoire. 

b) Résultats obtenus --------------- 
La  composition en acides aminés avant e t  après traitement 

a l ca l i n  nous permet de déterminer le  pourcentage de destruction des 

acides aminés hydroxylés. 

Nous présentons dans le  tableau XXVi quelques résultats de 

cet te étude qui  a porté sur les rnucines préparées à part i r  de sécré- 

tions ind iv idue l  les. 

L 'étude de ces résultats nous permet de fa i re plusieurs remar- 

ques : 

1 O )  Le pourcentage de destruction de l a  thréonine e t  

de la  sérine ne semble pas inf luencé par l a  qua l i té  de l a  mucine étu-  

d iée et  en par t icu l ie r  par la nature de l a  composition des chaînes de 

glycanne qui  l a  caractérise. 

2') Le nombre de branchements pour 100 résidus d 'ac i -  

des aminés est sensiblement constant pour les différentes rnucines 

entrant dans l a  structure d'une sécrétion ind iv idue l  le. 

3') Le  nombre de liaisons glycanne-protéine apparaît 

légèrement d i f ferent  en fonction de I ' ac t i v i t e  de groupe sanguin du 

sujet. 



Tableau X X V l  

Act ion de la soude 0,5 N, 24 heures à température du laboratoire 

sur des ~ r é ~ a r a t i o n s  de rnucines bronchiaues 

1) Suiet de groupe sanguin O : CHA.. . -- ............................ 

THREONINE 

1 P. 100 AA destruction détruits 

0 , lM N a C I  31/26 34 1 1  

0,3M ~ a 6  32/ 80 
0.01N HCI 
O t 5 M N a C I  29/27 
0,OlN HCI 

34 1 O 

0,7M NaC 1 29 / 27 
0.01 N HCI 

40 12 

2) Sujet de groupe sanguin A : WAS.. . ............................... 
O, 1M N a C I  27/01 58 16 

28/26 
0,OlN HCI 

4 1 12 
- 

0 ,35MNaCI  27f82 
0,OlN HCI 

60 15 
i--------i------iiii------i-------------------------- 

3) Sujet de groupe sanguin B : BIG.. . 
0 , lM N a C I  28,96 41 12 

S E R I N E  

nb d 'AA 0/0 de nb de résidus 
P. 100 AA destruction détruits 



Tableau XXVl  (sui te) 

Act ion de la soude 0,5 N, 24 heures à température du laboratoire 

sur des préparations de rnucines bronchiques 

ucines de mucoviscidose de l 'enfant : E T I . .  . 



Act iv i té  O : 11 thréonine 
19 branchements pour 100 résidus 8 sérine 

Act iv i té  A : 16 thréonine 
23 branchements pour 100 résidus 

7 sérine 

Act iv i té  B : 12 thréonine 
17 branchements pour 100 résidus 

5 sérine 

Ces résultats seront toutefois nuancés en fonction du pe t i t  

nombre de sécrétions comp lètement étudi6es. 

4') Le nombre d'acides aminés entre deux branche- 

ments glycanniques dans l'hypothèse d'une répartit ion homogène des 

liaisons glycanne-protide dans la molécule peut être calculé en 

fonction de nos résultats : 

pour les mucines d 'act iv i té  de groupe sanguin O : 4 r6sidus inter- 
chaînes 

d'act iv i té de groupe sanguin A : 3 résidus inter- 
chaînes 

d 'act iv i té  de groupe sanguin B : 5 résidus inter- 
chaînes 

C) DISTRIBUTION DES GLYCANNES SUR L'AXE 

POLYPEPTIDIQUE 

1) Etude des a lvco~eot ides du mucus f ibr i l la i re 

L'étude du comportement en solution alcal ine des glycopep- 

tides préparés par protéolyse directe du mucus f ibr i l la i re et fractionnés 

par précipitat ion en présence de Rivanol e t  chromatographie sur DEAE- 

Sephadex, nous permet d'aborder le problème de branchements 



G lycanne-protide sur des é luats de plus faible ta i l l e  moleculaire 

que les mucines. 

a) Composition en acides aminés après traitement a lca l in  --- .......................................... 
La composition en acides aminés des glycopeptides solubles 

ou précipités par le  Rivanol est donnée dans le  tableau XXVII .  

Tableau XXV l  l 

C o m ~ o s i  tion en acides amines 

des glycopeptides séparés par fractionnement au Rivanol 

e t  chromatographie sur colonne de DEAE-Sephadex A-25 

Acides Glycopeptides solubles 

Am in6s 
O, 1 M N a C I  Ot3MNaCI 

ASP 

THR 

S ER 

GLU 

PR O 

GLY 

AL A 

VAL 

LEU 

PHE 

LYS 

H IS  

AR G 

traces traces 

21 2 21 1 

par le Rivanol 

212 210 218 

31,9 (14) 3013 (14) 29,9 (13) 

18,8 (7) 17,7 (6) 16,4 (6) 

310 31 3 31 8 

11,7 11,3 1 1  , 1  

814 815 816 

1012 1019 1017 

31 9 413 41 0 

319 41 8 4 t 5  

traces traces 1 t 5  

119 119 L I  
i 212 2 t 5  211 

A.A.  
totaux , 

(b) I L 3  1016 1 O, 8 11,8 

(a) Résultats exprimés en rdsidus d'acides aminés pour 100 résidus. 

(b) Résultats exprimés en grammes d'acides aminés pour 100 g de 
g lycopeptides (poids sec). 

(c) Nombre de résidus détruits en mi l ieu alcal in.  



Les résultats obtenus sur les rnucines natives sont confir- 

més en ce qui concerne l'absence d ' inf luence de l a  composition glu- 

c id ique sur le pourcentage de destruction en mi l ieu  a lca l in .  

Le  nombre de branchements est de 23 à 24 pour 100 ré- 

sidus d'amino-acides dans les g lycopeptides solubles dans le Rivanol 

et de 19 à 21 pour les glycopeptides précipités au Rivanol. 

Le  ca lcu l  du nombre moyen d'acides aminés entre deux 

points d'attache confirme également les valeurs trouvées sur les 

rnucines, soit : 3 résidus d'acides aminés pour les glycopeptides solu- 

bles e t  4 résidus d'acides aminés pour les glycopeptides précipités 

par le  Rivanol. 

b) Etude chromatographique des glycopeptides après 

traitement par la soude 0,5 N 

Avant traitement par la soude 0,5 N, 24 heures, à tempéra- - 
ture du laboratoire, les préparations des différents glycopeptides 

obtenus sur colonne de DEAE-Sephadex A-25 sont soumises à une f i l t ra-  

t ion sur colonne de Sephadex G-100. Le dosage des oses à I 'orc inol  

nous permet de distinguer deux fractions, I 'une exclue du ge l  de 

Sephadex, I 'autre légèrement retardée. 

BHARGAVA et  GOTTSCHALK (1 19) ont  signalé la possibi- 

l i té  d 'un rendement fa ib le des glycopeptides de fa ib le  t a i l l e  dans 

l 'estimation des liaisons alcal i - labi les par traitement a lca l in .  Nous 

n'avons donc retenu dans ce protocole expérimental que la fract ion 

exclue après act ion de la  soude et déposée sur la même colonne 

de Sephadex G-100. Le  diagramme obtenu s'avère très dif férent de 

ce lu i  du premier fractionnement. II nous montre en effet deux frac- 

tions : I'une de fa ib le  tai l le, l 'autre exclue du ge l  de Sephadex. 

(f igure 15) 



La  f ract ion nettement retardée est r iche en glucides (réac- 

t ion à I 'Orc ino l ) .  El le possède un pouvoir  réducteur et  réagi t  égale- 

ment au dosage à la  ninhydrine. L 'app l ica t ion de l a  méthode de 

R E I S S I G  et  a l .  (120) préconisée par ANDERSON - BRAY (121) permet 

aussi d ' y  déceler l a  presence de chromogènes réagissant avec l e  

réact i f  d'Ehrl ich e t  formés sans chauffage préalable. Cette f ract ion 

correspond à un ensemble de composants de fa ib le  ta i l l e  moléculai re : 

g lycannes, peptides interglycannes. Nous avons tenté e t  obtenu la  

séparation de ces composants par chromatographie sur Biogel P 10. 

II est alors possible par dosage à I 'o rc ino l  e t  dosage à la ninhydrine 

de séparer les glycannes de la  f ract ion ninhydrine posit ive qu i  est 

retardée. La  séparation peut  être complétée par passage sur Biogel P4. 

II nous est donc possible d'envisager que le  matér ie l  orc inol  

posi t i f  correspond aux chaînes g lycanniques libérées par t ra i  tement 

a l ca l i n  au moment de l a  rupture de la  l iaison e t  que les composants 

réagissant à la  ninhydrine sont de nature polypeptidique. Devant les 

quantités faibles de produi t  dont nous disposions, nous n'avons pu 

doser de manière rigoureuse les acides aminés libérés par hydrolyse 

chlorhydrique des peti ts peptides. Nous avons toutefois pu  ident i f ie r  

sur auto-analyseur Technicon la présence de pro l ine en quanti té im- 

portante, ainsi que ce l le  de la  sérine. A un moindr&it~a+~-- la thréo- 

nine, le g lycoco l le  e t  I 'a lgr t ine.s~ct t  retrouvés. 

La  f ract ion exclue du gel de Sephadex G-100 possède une 

composition tout  à f a i t  comparable à ce l l e  de l'ensemble des glyco- 

peptides solubles dans l e  Rivanol. 

II nous est donc possible de penser que ces glycopeptides 

théoriquement sensibles au mécanisme de B-é l iminat ion n 'ont  pas 

été modifiés. 



GLYCOPEPTIDES D U  MUCUS FIBRILLAIRE SOLUBLES DANS LE R I V A N O L  

D.O., 4 SEPHADEX G-100  

. Orcinol  

,,,, Ninhydrine 

N ~ O H  O, 1 - N 
cures 

t du laboratoire 

SEPHADEX G-100  

&..--O- 

@ * - 
7 4d tubes 

"Glyco eptides P a cali-stables" 

lq\i* 
3 tubes 

Figure 15 



La même expérience a été réalisée sur une mucine nat ive ; 

la f ract ion résistante isolée par  chromatographie sur Biogel P 100 a 

f a i t  l 'ob je t  d 'une étude de sa composition en acides aminés. Sur la 

base du ca lcu l  de 100 résidus d'amino-acides, on dose 23 résidus de 

thréonine, 9 , 3  résidus de sérine et  17,2 résidus de prol ine.  Les pour- 

centages des résidus d 'acide glutamique e t  d 'acide aspartique ne sont 

pas augmentés par  rapport à ceux de la  mucine nat ive étudiée. Les 

g lycannes du résidu alcal i -stable ne semblent pas non plus différents 

s i  l 'on  considère l e  rapport glucosamine/galactosamine égal  à 2 / 0 4  

qui  est voisin de ce lu i  de la  préparation de départ : 2 / 2 7 .  Le  seul 616- 

ment à retenir qu i  aurai t  pu intervenir  e t  l imi ter  le  rendement du 

traitement par l a  soude est l a  richesse en prol ine de cet te fract ion. 

Nous reverrons ce  problème au cours de l 'étude des glycopeptides 

préparés b par t i r  des mucines purif iées. 

A travers ces différents résultats, i l  est donc possible de 

considérer que l e  pourcentage d'hydroxy-amino-acides détruits dans 

les conditions expérimentales retenues, ne ref lète pas la  to ta l i té  

des résidus de thréonine e t  de sérine engagés dans les liaisons 

glycanne-protéine. 

2) Etude des glycopeptides préparés b par t i r  des mucines 

pur i f iées 

C'est dans le  double but  d 'étudier  d'une par t  l a  répart i t ion 

des glycannes l e  long du squelette polypeptidique des mucines et  

d'autre part de préciser l 'homogénéité de ces chaînes glycanniques 

que nous avons été conduits b pr6parer par protéolyse les glycopept i -  

des des mucines purif iées. 



a) Préparation des g lycopep tides de mucines bronchiques -- ------------ -- - ......................... 
100 mg de mucine pur i f iée sont dissous à raison de 10mg/ml 

dans le  tampon phosphate 0,01 - M I  pH 6,5. Une première étape de 

protéolyse est poursuivie pendant 24 heures à 37OC. L'enzyme uti l isé 

est la  mercuripapaihe Worthington act ivée par addi t ion d'une goutte 

de BAL (dimercapto-2,3-propano 1 -  1) dans le m i  l ieu.  Le  rapport 

enzyme/substrat adopté est de 1 p. 100. Après recharge d'une quanti-  

té équivalente de papal'ne, l 'hydrolyse est prolongée pendant 

24 heures. 

Le  pH de I 'hydrolysat est amené à l a  valeur de 7,3 avec une 

solut ion de T r i s  (2-amino-2(hydroxyméthyl)-1 , 3 - p r o p a n e d i )  concen- 

trée. La solution est enr ichie en acétate de calcium, à l a  concen- 

t rat ion f ina le  de 0,01 - M. La pronase est ensuite ajoutée avec un 

rapport enzyme/substrat de 1/40. L'hydrolyse dure 24 heures e t  

après recharge d'une même quanti t6 d'enzyme, e l l e  est prolongée 24 

à 48 heures à 37OC. 

Le  protéolysat papal'ne 48h - pronase 48 h est centrifugé à 

3.000 tours/minute pendant 10 minutes. Le très fa ib le précip i té cor- 

respondant à un matér ie l  résistant à la protéolyse est é l iminé.  

Le  surnageant est précip i té par quatre volumes d'éthanol 

absolu. Cet te  préc ip i ta t ion une nu i t  à +4OC nous permet d 'é l iminer 

les acides aminés ou peptides libérés pendant l a  digestion enzymati- 

que. Nous avons pu vér i f ie r  par chromatographie de ge l - f i l t ra t ion 

sur Sephadex G-15 que l e  surnageant éthanol ique correspondant à des 

éluats de fa ib le  ta i l l e  moléculai re qu i  réagissent intensément à la  

réaction à l a  ninhydrine. Le  préc ip i té  éthanol ique après plusieurs 

lavages par l ' a l coo l  est centrifugé, repris dans l 'eau d is t i l lée  et  

lyophi l isé. 



Une deuxième étape dans l 'obtention de glycopeptides de 

mucines peut suivre la protéolyse papal'ne-pronase. Sur cet  hydroly- 

sat, nous avons fa i t  agir successivement un mélange de carboxypep- 

tidases A et B, puis I'aminopeptidase M; 

1 O) H y d r 9 s e q a r  - _ ______I__i___ un mélange de carboxy~yt idases  --- 

40 mg de glycopeptides papaf'ne (48 h) - pronase (48 h) sont 

repris dans 1 m l d'acétate d'ammonium 0,l - M, de pH 7,5. A cette 

solution est ajoutée le mélange des carboxypeptidases A et  B en solu- 

t ion dans le chlorure de lithium à 10 p. 100. 

Les carboxypeptidases sont ajoutées sous un volume de 

80 pl contenant : 

20 pl de solution de carboxypeptidase A, soit 1 mg 

10 pl de solution de carboxypeptidase B, soit 0,2 mg 

50 pl de chlorure de lithium à 10 p. 100 

(mélange préparé la ve i l le  et laissé à +4OC avant l 'emploi). 

L'hydrolyse enzymatique dure 24 heures à 38OC. O n  arrête 

l'hydrolyse par addition de quelques gouttes d'acide formique et on 

congèle immédiatement avant de lyophi liser. 

2') Hydrolyse par I'aminoeeptidase M --- - - - - m e -  ----- 
Le lyophi lisat "carboxypeptidase" est repris dans 1 m 1 de 

bicarbonate d'ammonium 0, 1 - M, pH 8, O ajusté avec HC 1. 600 y 

d'aminopep tidase sont ajoutes directement et correspondent à un 

rapport enzyme/substrat de 1/60. O n  laisse le mélange incuber à 

38OC pendant 24 heures. 



b) Homogénéité des g lycopeptides obtenus Far protéolyse ---------------- -- - ------------ -- ----- -- 
des mucines ---------- 

Les glycopeptides préparés par act ion successive de l a  

paparne, de l a  pronase, des carboxypeptidases A e t  B e t  enf in de 

I 'aminopeptidase M (glycopeptides PPCA) on t  été étudiés sur le  p lan 

de leur t a i l l e  moléculaire, e t  sur le  p lan de leur composition g luc l -  

dique après fractionnement sur colonne d'échangeur ionique. 

1 O)  Protocole expérimental ------------ 
- Chromatographie de ge l - f i  l t rat ion sur Sephadex G-15 

Les glycopeptides PPCA repris dans l 'eau d is t i l lée  sont dé- 

posés sur une colonne de Sephadex G-15 (160x1,8 cm) équi l ibrée en 

eau dist i  l l6e. 

L 'é lu t ion  est suivie par  dosage à I 'o rc ino l  des fractions 

recuei I l ies sur col lecteur.  Nous pouvons distinguer deux groupes de 

composants. Le  premier p i c  correspond à un materiel dont  I 'é lut ion 

est à la  l imi te  de l 'exclusion. L a  seconde f ract ion mal  séparée de l a  

première possbde une ta i  I le  moléculai re légèrement inférieure. Nows 

pouvons de cet te  étude retenir que le  glycopeptide obtenu par protéo- 

lyse des mucines possède un poids moléculai re infér ieur b la  l imi te  

d'exclusion du gel  de Sephadex G-15. 

- Chromatographie d'échange ionique des glycopeptides 

de mucine 

La chromatographie d'échange ionique est effectuée sur 

DEAE-Sephadex A 25 selon un gradient discontinu dont nous avons 

d6 jà décr i t  les conditions expérimentales. 

Nous rapporterons successivement les résultats obtenus à 

par t i r  de protéolysats d'une sialom ucine de kyste bronchogénique e t  

de mucines de sécrétions bronchiques. 



2 O )  Résu l tats - - - - - 
- Glycopeptides d'une sialomucine de kyste bronchogénfque 

30 mg de protéolysat papal'ne (48h) - pronase (48h) sont 

déposés sur une colonne de DEA€-Sephadex A-25. La courbe du dosa- 

ge à I 'o rc ino l  nous permet de suivre l ' é lu t ion  des glycopeptides. 

Chacun des éluats est précip i té par l'éthanol, repris dans l 'eau dis- 

t i  I lée e t  lyophil isé. 

Les glycopeptides sont retrouvés pour : 

. 83 p. 100 du matér ie l  d6posé dans I ' é lua t  0,3 - M N a C I  

HCI  0,01 N - 
. 12 p.100 dans I ' é lua t  suivant :  0,5 - M N a C I  HCI  0,01 - N 

La composition des glycopeptides majeurs élués en 0,3 - M 

N a C I  est sensiblement l a  même que ce l le  de la  mucine native. i l  

faut toutefois noter une légère diminution du taux d 'ac ide sialique, 

en rapport peut-être avec les passages successifs sur échangeur dyons 

e t  aussi en re lat ion avec l a  durée (2 jours) de l a  protéolyse. 

Tableau XXVI I I  

Composition glucid ique de l a  mucine nat ive et  des glycopeptides isolês 

(A) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

G l ycopeptides 
0,3 jvî- N a C l  

24,9 

24,9 

71 3 

16,l 

1 

Hexoses 

H exosam i n  es 

Fucose 

Ac ide  sialique 

Sulfate 

Muc ine  nat ive 

25  (A) 

25,9 

612 

21,1 

3,3 



- G lycopeptides de mucines bronchiques 

Trois mucines ont pu  être étudiées selon le  même protocole : 

i l  s'agissait des mucines de l 'expectoration d'un malade de groupe 

sanguin O (CHA.. .) 

- Glycopeptides de la mucine 0, l  - M N a C l  

La mucine O, 1 - M N a C I  correspond b une fucomucine en 

fonction dw taux élevé de fucose (18,7 p. 100) ; e l l e  possède cepen- 

dant un caractère sialidé : l 'ac ide sial ique représente 4,7 p. 100 du 

poids sec. 

Le  diagramme obtenu par passage sur DEAE-Sephadex de 

I'hydrolysat papafne-pronase permet de montrer le caractère homogène 

des glycopeptides. II est possible toutefois de noter un fa ib le  pourcen- 

tage de glycopeptides élués en 0,3 - M N a C  I (5 p. 100 de l'ensemble). 

Tableau X X l X  

Composition glucidique de la  mucine nat ive et des glycopeptides isolés - 

(*) Pourcentage de chaque fract ion 

(+i) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

II y a donc une populat ion relativement fa ib le  de glycopep- 

tides fortement sia lidés e t  possédant un pourcentage de fucose nette- 

ment moindre e t  dif férent de ce lu i  trouvé pour la mucine native. 

Fucose 

Ac ide  sialique 

Glycopept ide 
0 , l M N a C I  

9 5 - 3  (*) 

17,4 

314 

Mucine 
nat ive 

18,7 0/0 (**) 

4,7 0/0 

Glycopept lde 
0 , 3 M N a C I  - 

5 0/0 
12,8 

5,1 



- Glycopeptides des mucines 0,3 M (a) et 0,3 M (b) 

Dans les mucines de caractère sialidé, cette hétérogéneité 

apparaît plus nettement encore. Bien que le p ic  majeur obtenu corres- 

ponde aux glycopeptides ayant une composition glucidique proche de 

ce l le  de la mucine native, i l  existe une répartit ion dans les tampons 

d'élut ion voisins : 0,l - M N a C l  essentiellement et à un moindre t i tre 

0 , 5 M N a C l  - HCI 0,01 - N. 

Tableau XXX 

Composition des glycopeptides préparés b partir d'une mucine purif iée 
I 

( )  Pourcentage de chaque fraction. 

(**) Résultats exprimés en pourcentage du poids sec. 

I I  est certain que l ' interprétation de ces résultats doi t  pren- 

dre en considération une désialidation part ie l le toujours possible lors 

du passage sur échangeurs d'ions. Toutefois, nous pouvons noter que 

la difference de composition ne touche pas uniquement le problème de 

l 'acide sialique. Les mêmes constatations peuvent être faites sur la 

variat ion relative du taux de fucose. 

En fonction de ces résultats, i l  est possible de concevoir que 



la  mucine nat ive de haut poids moléculaire, correspond à I'associa- 

t ion d 'un certain nombre d'unités glycopeptidiques qu i  peuvent var ier  

dans des l imites d 'a i l leurs étroites sur le  p lan de leur composition en 

glucides combinés. Les valeurs trouvées concernant le  taux de galac- 

tose ou d'hexosamine e t  concernant le rapport G l c N  H /Ga1 N H 2  2 
sont constantes d'un glycopeptide b l 'autre. Seule donc la  part ie 

périphérique du glycanne est sujette à des variat ions pour lesquelles 

la  possibil i té d'une act ion enzymatique i n  v i vo  ne peut être él iminée. 

Notons cependant que l a  sialornucine de kyste bronchogéniqwe qu i  

provient  donc d 'un matér ie l  stéri le prélevé chirurgicalement, possède 

une certaine hétérogénéité. 

Une seconde hypothèse pouvai t  être avancée, hypothèse 

selon laquel le l a  ce l lu le  sécrétrice produi t  une mucine dont la  déf in i -  

t ion peut varier en fonct ion d'une régulat ion in t ra  ou extracel lu la i re.  

Cette hypothèse a soulevé le  problème de l a  dynamique de 

l a  sécrétion des mucines. Nous avons pu aborder cet  aspect par 1'étu- 

de en microscopie électronique du matér ie l  sécrété au niveau des 

é Iéments séreux e t  muqueux. Rappelons que cet te  étude nous a permis 

de saisir des différences nettes dans l a  densité des globules de mucus 

vis-à-vis des électrons. La caractérisation des glycannes en mieros- 

copie électronique accuse encore cette hétérogénéité in t race l lu la i re  

e t  saisit des différences entre les cel lules d'une même glande muqueu- 

se. I I  est donc possible d'envisager que ces grains de mucus sont 

légèrement différents les uns des autres e t  que l a  var iat ion de I ' i n -  

tensité du marquage re f lè te  leur composition glucid ique e t  en part i -  

cu l ie r  le  taux de s ia l idat ion de l 'extrémité périphérique des glycannes. 

Nous pouvons donc admettre une microhétérogénéité du 

matér ie l  synthétisé par  les éléments glandulaires. Ces variations ne 



semblent pas toucher l a  par t ie  profonde du glycanne (rapport 

glucosamine/galactosamine, rapport oses/osamines). O n  ne peut 

toutefois ignorer l e  fa i t  que les rnucines isolées qu'el les soient s ia l i -  

dées, sulfatées o u  riches en fucose représentent l'ensemble du maté- 

r i e l  sécrété le  long de l 'arbre trachéo-bronchique. II est possible de 

penser q u ' i l  existe une certaine spéci f ic i té d'étage comme on l a  ren- 

contre au niveau du tractus digestif. (absence de rnucines sulfatées 

au niveau de l a  muqueuse gastrique, s ia l idat ion progressive des muci-  

nes le  long de l ' in test in grêle). 

D l  ETUDE DES GLYCANNES D ' U N  GLYCOPEPTIDE DE M U C I N E  

RICHE EN FUCOSE E T  POSSEDANT UNE ACTIVITE DE 

SUBSTANCE DE GROUPE S A N G U I N  H 

Nous avons ut i l isé le  glycopeptide obtenu par protéolyse 

couplée par l a  papai'ne 48 heures e t  par  l a  pronase 48 heures d'une 

fucomucine pur i f iée.  La  composition en acides aminés et  en glucides 

combinés est présentée dans l e  TableauXXXII . Les résultats sont 

exprimés en prenant l ' ac ide  glutamique comme base 1 . Ce mode de 

présentation nous permet de suivre toutes modif icat ions du glycopep- 

t ide au niveau de l 'axe peptidique (traitement a lcal in,  dégradation 

dlEdman) ou au niveau des chaînes glycanniques (oxydation per iod l -  

que) * 

1) Traitement a l ca l i n  

Ce glycopept ide de fa ib le t a i l l e  moléculai re a été soumis 

au traitement a l ca l i n  dans les conditions déjà uti l isées pour les muci-  

nes : N a 0  H 0,5 - N, 24 heures, à température du  laboratoire. 



L e  pourcentage de destruction des acides aminés hydroxylés 

est de 3 8 / 0 6  pour 100 pour la thréonine et  54,78 pour 100 pour la 

sérine, ce  qui représente une destruction de 4 à 5 résidus de thréoni- 

ne sur 10 e t  2 à 3 résidus de sérine sur 5. Le nombre d'acides aminés 

étant de 32 en prenant l 'ac ide glutamique comme base 1, i l  existe- 

ra i t  donc sur ce peptide 6 à 8 branchements g l~canne-pept ide.  

L e  calcul  du pourcentage de destruction de la galactosa- 

mine : 47,91 p. 100 est également intéressant. En effet, dans la  com- 

position du glycopeptide nat i f  pour glutamine base 1, i l  y a 37 gluco- 

samines, 14 galactosam ines, le  rapport lucosamine/galactosamine 

étant éga l  à 2 /58 ,  Sur ces 14 galactosamines, la  moit ié est détruite 

par la soude 0,5 N, soit 7 galactosamines. Cette valeur obtenue 

confirme les résultats déià avances concernant le nombre de branche- 

ments sur le squelette peptidique. Cette dégradation des ga lactosa- 

mines e t  1 'apparit ion de chromogènes de Kuhn après traitement alca- 

l i n  nous permettent de préciser que la  fonction réductr ice du résidu 

de galactosamine non substitué en 4 est engagé avec l 'hydroxyle de 

la thréonine ou de la  sérine, 

Admettant cette notion de 7 branchements, i l  est alors 

possible de calculer  le nombre de glucides combinés par chaînes à 

part ir  de l a  composition du glycopeptide nat i f .  

Le  glycopeptide comporterait donc 7 chaînes glycanniques 

(tableau X X X l  ). 

Cette hypothèse ne pourra être admise qu'après étude de 

l'enchaînement des glucides combinés. El le est toutefois compatible 

avec l a  structure donnée par KABAT (122) pour les chahes glycannl-  

ques d 'ac t i v i té  H. 



Tableau X X X l  

2) Oxyda t ion  periodique 

1 

7 galactoses par chaîne 

5 glucosamines par chaîne 

2 galactosamines par chaîne 

1 acide sialique 
5 chaînes 

avec 5 fucoses 

2 chaînes 
avec 6 fucoses 

C'est dans le  but  de comparer l a  structure glycannique de 

notre glycopeptide avec ce l l e  proposée par KABAT que nous avons 

entrepris cet te étude. 

Valeurs 
Valeurs trouvées 

théoriques 

49 49,73 

35 49 37 50,83 
14 14 

5 4,91 

25 37 39,57 
12 

+ 

a) Conditions opératoires ----------- -------- 
150 mg de glycopeptides sont dissous dans 75  m l  d 'eau dis- 

t i l l ée .  A cet te solution de glycopeptides sont ajoutés 75 m l  de 

1 0 4 N a  0,02 - M. 

L e  pH du mélange réactionnel est ajusté entre les valeurs de 

4, O et4,5.La consommation de métaperiodate de sodium est suivie par 

lecture de la  densité opt ique à 310 nm. 



Variations de la  densité optique du mélange glycopeptides - 
métaperiodate en fonction du temps 

G l ycopep tides 0,050 (*) 

Glycopeptide + métaperiodate : 

Temps O O, 800 

1 h O, 560 

2 h O, 540 

3 h O, 560 

5 h O, 560 

24 h O, 560 

(*) Lecture contre un témoin eau dist i l lée. 

L'excès de métaperiodate non consommé est détruit par addi- 

tion d'éthylène-glycol. La lecture au spectrophotomètre à 31 0 nm 

nous renseigne sur la quantité à ajouter. L'addit ion est fa i te  goutte à 

goutte sous agitation, jusqu'au retour de la  densité optique à la va- 

leur de départ, soi t 0,050. 

L a  solution est ensuite laissée une nui t  à +4OC, sous agita- 

tion, en présence de borohydrure 0,21 Mt en concentration finale. 

Le pH de la solution est amené à la valeur de 1 avec 

H SO 2 N. L'hydrolyse acide est poursuivie 20 heures à température 
2 4 -  

du laboratoire. Après concentration sur evaporateur rotatif, les g lyco- 

peptides sont déposés sur une colonne de Sepharose G-15 (16Ox1,8cm) 

équil ibrée en eau distil lée. La fraction exclue repérée par dosage à 

I 'orcinol  sulfurique est lyophilisée. Le bi lan des glucides combinés 

est effectué ainsi que la composition en acides aminés à part i r  de la 

poudre sèche. 

A ce stade, nous pouvons commencer une deuxième étape 
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Tableau X X X l  l 

Etude de l 'oxydat ion perisdique de glycopeptides ( ~ a p a r n e  48 h - 
pronase 48 h) d'une fucomucine d 'act iv i té  H 

Glycopept ide nat i f  Glycopept ide Glycopept id 
après 1 étape après 2 étap 

Résidus 
d'oxydation d'oxydation 

p.  100 résidus 
periodique periodique 

GLU GLU GLU 
base 1 base 1 base 1 

ASP 1 /76  O, 57 O, 47 O, 40 * 
T'HR 30,30 9,91 (4à5)* 10.85 9 / 8 7  
S ER 15/84 5,18 (1 à 3) 5 /21  4,76 
GLU 3,06 1 1 1 
PRO 13,53 4 / 4 2  3,81 3,27 
G L Y  6 /61  2 /16  2 / 1 6  1,94 
ALA 10,19 3 /33  3,43 3,05 
VAL 3 /99  1 /30  1/42 1,13 
IL E 2 /16  0,71 O, 77 0,71 
LEU 3,88 1/27 1,61 1,41 
LYS 2,03 O, 66 O, 45 O, 26 
H IS  2,63 0,86 0,81 O, 65 
ARG 4 / 0 0  1 /31  O, 96 0, 58 

G l c  NH7 
G a l  N H 2  

2 /58  4 /43  2 /58  1,88 

Galactose 49,73 24,94 23,88 

G lucosamine 
5 0 9 8 3  [ y; 1 7 ) ~  48,22 25,52 

Galactosamine 

Fucose 

Ac .  sialique 

Sulfate 

(+) Nombre de résidus de thréonine, de sérine, de galactosamine 

détruit  par traitement a lca l in .  



d'oxydat ion periodique en reprenant le même pro toc0 le  opératoire. 

b) Résultats 

Les résultats sont présentés dans le  tableau X X X I I I .  

Nous pouvons noter que l a  quasi-total i té de l 'ac ide sial ique e t  dei 

fucose a été éliminée, ainsi que l a  moi t ié du galactose. 

La deuxième étape d 'oxydat ion periodlque ne montre pas 

de modif icat ions concernant le  galactose, mais nous pouvons consta- 

ter sur le  p lan des hexosamines que la moi t ié  des osamines a été 

él iminée et  que le  rapport lucosamine/galactosamine est passé de 

l a  valeur de 2,58 à 1,88. 

c) Discussion des résultats .................... 
VlCARl e t  KABAT (122) ont  présenté l a  synthèse de nom- 

breux travaux concernant les oligosaccharides e t  les glycoprotéines à 

ac t i v i t é  de groupe sanguin sous forme d'un schéma structura! diensem- 

b le  du glycanne responsable de l ' ac t i v i té  de groupe sanguin H, 

(f igure 15 ) 

En fonction de nos résultats et  par analogie avec ces dl f f6-  

rents travaux, nous avons f a i t  f igurer une hypothèse concernant la  

structure éventuel le du glycanne des fucomucines isolées du mucus 

bronchique. 

N o u s y m n s  représenté les points de coupures de Iboxyda- 

t ion periodique. II est certa in que cette présentation n ' a  de valeur 

que ce l l e  d'une ré f lex ion au cours d 'un t ravai l .  



Tableau X X X l l l  

BD G a l  
1 

BD G a i  
1 

Structure proposée par VlCARl et  KABAT : Biochemistry, - 9, 17, 3414 (1970) 

gD G a l  

' 1  4 

6D G N A c  
3 l \  

eD G N A c  BD 
4 

Gai* 

4t 1 l 
G N A c  

t 1 
Ga  l 

G N A c  

' A  6 
G a l N A c  - Sérine 

OU 

Thréonine 

Hypothèse concernant la structure du glycanne de fucomucine bronchique (CHA.. .) 

D Ga  l 

t D G a l N A c  
BDGa l  BDG 

1 3  

- THREONlNE 
OU 

L Sérine 
gD Ga l  B D G N  + 

D G a l  



E) ETUDE DE LA SEQUENCE A U  VOIS INAGE DU POINT 

D'ATTACHE G L Y C A N N  E - P R O T E I N E  

Cette part ie de notre t rava i l  a été réalisée en deux étapes 

e t  sur deux glycopeptides provenant l 'un  de la  sialomucine de kyste 

bronchogénique, l 'autre de l a  fucomucine dont nous avons également 

étudié l a  par t ie  glycannique. 

1) Etude du sialoglycopeptide 

a) Préparation e t  composition en acides aminés -- ------------- ..................... 
Le glycopeptide (PPCA) a été préparé par protéolyse de la 

sialomucine en faisant i n  tervenir successivement l a  papal'ne, l a  pro- 

nase, I'aminopeptidase M e t  les carboxypeptidases A e t  B. 

En comparant la  composition en acides aminés de l a  mucine 

na t i ve  et  ce l le  du glycopeptide (tableau XXXIV),  nous sommes 

amenés à fa i re plusieurs remarques : 

1 O )  Disparit ion des acides aminés basiques (LYS, 

HPS, ARG), de l a  phénylalanine, diminution de l a  leucine. 

2') Enrichissement très net de l a  composition en 

THREON IN E e t  en PROLIN E qui nous conduit à ce stade à envisager 

l a  proximité de ces deux amino-acides. 

3') Relation possible entre le  nombre de résidus de 

p ro l ine  et  l e  nombre de résidus de thréonine engagés dans les 

liaisons glycanne - prot ide : 8 prolines pour 6 thréonines détruites 

en m i l i eu  a l ca l i n  dans les conditions expérimentales utilisées. La 

même remarque peut être fa i te  en ce qui concerne l e  g lycoco l le  et  

la  sérine. 



Tableau X X X l V  

Dégradation enzymatique d'une sialomucine de kyste bronchogénique 

(papaf'ne - pronase - aminopeptidase M - carboxypeptidasesA et  B) 

soit 37 résidus 

d'acides aminés 

(r) Nombre de résidus d'acides aminés hydroxylés détruits par 

traitement a lca l in .  



4') Le  nombre d'acides aminés interchaînes ne peut 

excéder la  valeur de 3 s i  l 'on considère une répart i t ion moyenne sur 

les 37 résidus. 

b) Séquence N - terminale dé terminéepar dégradation -- .......................... ------------- 
dlEdman et  ident i f ica t ion des acides aminés ...................................... 
N-terminaux par méthode de dansylation ------------ - - - m m  

La  séquence des acides aminés a été réalisée par dégradation 

récurrente dlEdman dont les conditions opératoires sont exposées dans 

l 'Appendice Technique. 

L a  séquence obtenue par quatre cycles dlEdman est la  

suivante : 

N-termina l  ASP - PRO - X - SER - PRO * - * m .  

Après deux cycles dlEdman, i l  ne nous a pas été possible 

d ' ident i f ie r  I 'ac ide aminé par méthode de dansylation. 

Nous avions déjà rencontré les mêmes di f f icul tés sur la  

mucine nat ive dont la  séquence N- termina le  est : 

ARG - PRO - X * . * * *  

Toutefois, au cyc le  suivant, on vo i t  apparaître le  dérivé 

dansylé de la  thréonine e t  aussi une dansyl-osamine. 

Cet te  technique ne nous permettait  donc pas d ' ident i f ie r  

avec cert i tude I 'ac ide aminé situé au voisinage immédiat de la  p ro l i -  

n e e t  cec i  nous a condui t  à coupler la  dégradation dlEdman à l 'é tude 

de l a  composition en acides aminés. 
r! 

2) Etude du f u c o a l v c o ~ e ~ t i d e  

L a  séquence N-terminale du glycopept ide de fucomucine a 



été déterminée par couplage Edman-chromatographie en acides 

aminés di f férent ie l  le. Les résultats sont présentés en prenant l 'ac ide 

glutamique comme base 1 : (tableau XXXV).  

Tableau X X X V  

L a  séquence obtenue a été complétée par dansylatlon 

du composant résiduel après trois cycles. L 'ac ide aminé ident i f ié 

é ta i t  la proline. 

La  séquence ainsi établ ie pour ce glycopeptide correspond 

donc à l'enchaînement : 

PRO - THR - ARG - PRO 



3) Discussion des résultats obtenus 

L a  dégradation récurrente dlEdman couplée à l 'analyse 

di f férent ie l le des acides aminés permet d ' ident i f ie r  l 'ac ide aminé 

engagé dans la l iaison PRO-X à la  thréonine. L ' iden t i f i ca t ion  

de I 'argin ine l ibérée au cours du cyc le  suivant confirme que la dégra- 

dation se poursuit. II en est de même pour la  première séquence où 

l'absence de dérivé fluorescent ne signif ie pas un arrêt de la dégra- 

dation récurrente qu i  se poursuit là aussi au cyc le  suivant par une 

l iberation de dansyl-serine. 

Ces résultats suggèrent que la  l iaison glycanne-O -thréonine 

n'arrête pas la dégradation récurrente du peptide, mais que le pro- 

du i t  l ibéré n'est pas fluorescent ou ne peut être caractérisé dans nos 

conditions opératoires. II est possible que comme pour la  DNS- 

carboxy-mé thyl-mé thionine, le dansyl-thréonine-O -glycanne perde 

ses caractères habituels de fluorescence jaune et  demeure dans la 

fract ion glycopeptidique résiduelle. 

Nous avons tenté de démontrer la perte du glycanne à ce 

stade de la  dégradation récurrente, mais la destruction importante 

d'osamines qui in terv ient  au cours de chaque cyc le  de dégradation 

ne nous a pas permis d'obtenir un argument dé f in i t i f  traduisant I ' é l i -  

mination d 'un dansyl-derivé du glyco-amino-acide. L'apparition, 

au cyc le  qui  suit l 'é l iminat ion muette de thréonine, d'une fa ib le 

trace de dansyl- thréonine e t  d'une dansyl-osam i ne accompagnant 

la  caractérisation du dansyl-amino-acide suivant, nous oriente vers 

l'hypothèse d'une coupure part ie l  l e  de la l iaison O -g lycosidique 

dans les conditions opératoires utilisées. 

Ces résultats nous amènent à envisager que la dégradation 

dlEdman peut être aussi préc'ieuse dans 1 'exploration des modalités 



de l a  l iaison O-glycosid ique que dans ce l le  des glycopeptides dans 

lesquels la  l iaison aspartyl-glycanne se trouve en posit ion N- termi -  

nale.  El le réalise en ef fet  l a  dégradation récurrente de l a  f ract ion 

pept id ique par l 'extrémité N- termina le  e t  peut l ibérer I 'amino- 

acide conjugué au glycanne en respectant la l iaison O -glycosidique. 

II est probable que l ' isolement du glyco-amino-acide l ibéré pourra 
A 

etre entrepris e t  qu'une hydrolyse acide ménagée (HCI - N, 1 à 2 

heures) permettra d'obtenir I'osamine conjuguée à l a  dansyl- 

thréonine. 

Nous n'avons pu  obtenir la  séquence intéressant l a  l iaison 

sérine-O -glycosidique dans les mucines bronchiques. Dans l a  mucine 

sous-maxillaire bovine, O ZEKI  et  YOSlZAWA (123) ont  rapporté les 

séquences suivantes o 

séryl - sérine , g lycy l  - sérine e t  séryl - thréonyl - g l y c y l  - sérine 

f + f 4 
I I 

ga~ac toshn ine  galactosamine galactosamine ga~actoshmine 

P I G M A N  (124) e t  HASHIMOTO (125) pour un glycopept ide 

de mucine sous-maxi1 la i re bovine représentant une séquence de 28 

amino-acides, propose l a  séquence suivante pour I 'extrémi té N -ter- 

m i n a l e :  G L Y - S E R - S E R - ( G L Y ,  THR), 

I l s  ont  pu  également isoler un glycopeptide de fa ib le  t a i l l e  

moléculai re dont i l s  l ibèrent 0,58 mole de thréonine, 0,56 mole de 

sérine, 0,56 mole de glycine, 0,47 mole de pro l ine et  0,131 mole 

d 'a lanine par mole d 'acide sial ique ou  d'hexosamine. 



F) CONCLUSIONS 

L'étude de mucines bronchiques puri f iées nous permet de 

proposer quelques é Iéments de structure de ces glycoprotéines de 

ta i  I les moléculaires voisines de 600.000. 

Un axe polypept id ique constitué de 700 à 800 résidus 

d'amino- acides supporte 150 à 180 glycannes représentés par des chat'- 

nes polysaccharidiques de poids moléculai re moyen voisin de 2.600 

à 2.800. 

Ces glycannes sont unis à l ' axe  polypeptidique par des l i a i -  

sons O -thréonyl (60 p. 100 environ) e t  O -séryl (40 p. 100) de la  

ga lactosamine. Cet te  répart i t ion peut varier légèrement selon les 

rnucines indiv iduel les étudiées, mais reste toujours nettement en 

faveur d'une prédominance des liaisons O -thréonyl-galactosami- 

nides. 

Cette structure de base reste sensiblement constante d'une 

classe de mucine à l 'autre chez un même individu, les différences 

d'ordre génétique apparaissant plus importantes que cel les en rapport 

avec le  caractère polyanionique plus ou  moins marqué des glycannes 

intéressés dans l a  structure des diverses classes d 'une sécretion ind i -  

v idue l le .  II convient  d'ai l leurs de préciser que dans toutes les muci- 

nes natives actuel lement étudiées, I 'argin ine est toujours ident i f iée 

en position N -terminale de ' l ' axe  polypept id ique quel que soit le  

type génétique ou  l e  caractère d 'ac id i té  de l a  classe de mucine 

étudiée. 

La protéolyse enzymatique reste toujours l imi tée à quelques 

coupures pr iv i légiées qui apparaissent essentiellement dans des zones 



de la chaîne protéique part icul ièrement riches en acides aminés basi- 

ques, en tyrosine et  en phénylalanine. Les glycopeptides libérés 

conservent une distr ibution moyenne des glycannes sur I 'axe pept id i -  

que sensiblement comparable à ce l le  des mucines natives. L a  zone 

de coupure se situe au voisinage d'un po in t  d'attache du glycanne 

voisin de l 'extrémité N-terminale du peptide, mais laisse persister 

à I 'extrémité C-terminale une séquence de 5 à 6 acides aminés é l im i -  

nés par l 'ac t ion des carboxypeptidases A et B e t  part icul ièrement 

r iche en acides aminés basiques, en tyrosine et  en phénylalanine. 

A l 'extrémité N-terminale de I 'axe protéique d'une mucine 

native, la séquence suivante peut être proposée : 

ARG - PRO - THR - (GLY , ALA) 

f 
Galactosami ne 

La  distr ibution des glycannes sur I 'axe polypeptidique a p p  - 
raît alors sensiblement homogène. Deux points d'attache successifs 

ne sont en ef fet  s6parés dans 1'-e d'une distribution homogène 

que par une courte séquence de trois résidus d'amino-acides dans 

laquelle devraient apparaître en fonct ion des caractéristiques remar- 

quables de composition en acides aminés un résidu de thréonine ou 

un résidu de sérine, un résidu de prol ine e t  l 'un des résidus suivants : 

alanine, g lycocol le  ou acide aminé basique. 

U n  glycopeptide de t a i l l e  moléculaire voisine de 25.000 a 

pu être isolé après protéolyse enzymatique et possède l 'ac ide aspar- 

tique en position N-terminale. Pour une séquence minimum de 

37 résidus d'amino-acides, 7 à 8 liaisons glycanne-peptide sont 

caractérisées par traitement alcal in, ce qui reste compatible avec 

l'hypothèse envisagée d'une distr ibution d'une liaison glycanne- 

peptide par séquence de c inq acides aminés. 



La  séquence N- termina le  é tab l ie  sur ce pe t i t  glycopeptide 

est la  suivante : ASP - PRO - THR - SER - PRO 

.T 
Galactosamine 

Pour un second glycopep t ide isolé de I 'hydrolysat enzymati- 

que d'une fucomucine, Ba séquence suivante est obtenue : 

PRO - THR - ARG - PRO 

t 
Galaetosamine 

L'hypothèse d'un codage de la  conjugaison de l a  N-acé ty l -  

glucosamine par la  séquence des amino-acides au voisinage du po in t  

d 'at tache a été émise pour la  première fois par MO NTREUIL en 

1964 (126), dans l 'étude de glycopeptides de diverses glycoprotéines 

(orosomucol'de, ovomucol'de, Ig.G). La séquence au voisinage du 

po in t  de conjugaison glycanne-asparagine est représentée par un 

tr ipeptide dans lequel un B-hydroxy-amino-acide se trouve en 

"position 8" de l'asparagine, du côté C-terminal de l a  chaîne pep- 

t idique. Cette "phrase-code" est actuel lement retrouvée dans de 

nombreuses glycoprotéines à liaisons g l~canne-p ro t ide  glycosyl- 

aminiques. 
i 

Une séquence GLY  - X - H M  - GLY  - Y - ARG est éga- 

lement ident i f iée au voisinage du po in t  d'attache du disaccharide 

glucosyl-galactosyl sur 1 'hydroxylysine de glycoprotéines du co l  la- 

gène de l a  peau de poissons et  de divers vertébrés (ISEMURA, 

lK ENAKAT et  MASUS HIMA)(127). Ces résultats d6montrent qu'un 

codage par t icu l ie r  au niveau de l a  séquence peptidique peut  inter-  

venir  e t  s'adapter à la  nature de la  l iaison glycanne-protéine. 

(s) Branchement du polysaccharide. 



Les deux séquences obtenues dans les mucines bronchiques 

suggèrent que pour les liaisons O-glycosidiques intéressant la  thréoni- 

ne l a  prol ine en "position 6 " du côté C-terminal  de la  chaîne pour- - 
ra i t  également rempl i r  ce rôle. La première étape de synthèse d'une 

charne glycannique serait ainsi marquée par la conjugaison d'une 

N -acétyl-galactosamine sur une thréonine codée par la séquence 

PRO - THR - X -PRO. 



RESUME 

La  déf in i t ion des mucines bronchiques peut  être abordée 

par l 'étude des hypersécrétions bronchiques en relat ion avec un é ta t  

de bronchite chronique ou de sécrétions indiv iduel les d'enfants 

atteints de mucoviscidose. 

Pour é l iminer l ' in f luence de la  dégradation bactérienne 

sur les produits de sécrétion stagnant dans l 'arbre bronchique, notre 

étude des hypersécrétions pathologiques porte sur la structure 

f i b r i l l a i re  organisée d'expectorations fraîchement émises e t  débarras- 

sées par  lavage à l 'eau des produits de dégradation. Ces réseaux 

f ib r i  1 laires perdent leurs propriétés visco-élastiques e t  l ibèrent  les 

mucines par une réduction intéressant les protéines du mucus riches 

en ponts disulfure. 

Nous avons retenu également à t i t re  comparatif,dans le  

cadre de cet te étude, les productions épi thél ia les protégées de 

toute contamination bactérienne que représentent les sécrétions de 

kystes bronchogéniques. 

Le  protocole retenu repose sur une réduction douce du 

mucus lavé qu i  permet d'obtenir une solution de fa ib le  viscosité. Ce 

mucus traité par  l e  mercapto-éthanol se prête aisément à I 'appl ica- 

t ion des techniques classiques de séparation des glycoprotéines. La 

comparaison de méthodes de fractionnement fondées sur les d i f fé-  

rences de po in t  isoélectrique (électrophorèse préparative en f i lm  

liquide, chromatographie sur colonne dlEcteola-cellulose) ou  de 



poids moléculaires des rnucines (chromatographie de ge l - f i l t ra t ion)  

nous condui t  à retenir un couplage de la  chromatographie d'échange 

ionique sur colonne dlEcteola-cellulose et  d'une ge l - f i l t ra t ion sur 

Sepharose 28. 

Après vér i f ica t ion de l a  pureté des préparations (électro- 

phorèse, ultracentr i fugation, détermination de 1 'acide aminé en posi- 

t ion N-terminale), la composition de l a  copule glucid ique et  de la  

fract ion peptidique peut être déterminée. 

L 'arginine est toujours ident i f iée en position N -terminale. 

U n  poids moléculai re de 600.000 est obtenu pour une mucine r iche 

en fucose d 'ac t i v i té  H. 

Les variations de composition des chaînes glycanniques nous 

amènent à retenir une classif icat ion en trois groupes par l 'étude des 

trois variables que représentent l e  fucose, l 'ac ide N-acéty l -neura- 

minique e t  les groupes sulfate. Le  caractère "sial idé" o u  "sulfaté" 

des rnucines semble fa i re disparaître l ' ac t i v i té  de substance de groupe 

sanguin de ces molécules. L 'étude de l ' incorporation du radio- 

sulfate permet de localiser la sulfotransférase dans les a c i n i  séreux 

des glandes mixtes. 

En ce qui concerne l a  f ract ion peptidique, un certa in nom- 

bre de caractbres essentiels peuvent être dégagés de l'ensemble des 

résultats obtenus sur 18 préparations homogènes étudiées : 

- Richesse en thréonine (27 à 29 résidus pour 100 acides 

aminés). 

- Richesse en serine (16 à 18 résidus pour 100 acides aminés). 

- Richesse en prol ine (1 1 à 13 résidus pour 100 acides 

ami nés), 

Par ordre d'importance, on trouve ensuite I 'adanine 



(9 à 10 résidus) e t  la  g lyc ine  (7 à 8 résidus). 

La richesse de ces glycoprotéines en hydroxy-amino-acides 

nous a orienté vers la recherche de liaisons glycanne-protéine du 

type a lca l i - l ab i  le (séryl ou thréonyl-O -glycosidique). Le traitement 

a l ca l i n  de mucines puri f iées ou des glycopeptides libérés par act ion 

de l a  papaîne e t  de la  pronase démontre l 'existence de 17 à 23 g ly-  

cannes pour une séquence peptidique de 100 acides aminés. Ces I ia i -  

sont a lca l i - lab i les  intéressent l a  moi t ié des résidus de thréonine et  

l e  tiers des résidus de sérine. Ce  processus de 6 -é l iminat ion entraeiie 

la  destruction de la  moi t ié  des résidus de galactosamine. 

L 'étude des g lycopep tides permet d'envisager une distr i  bu- 

t ion sensiblemen t homogène des glycannes sur I 'axe polypep t idique : 

l'espace entre les branchements correspond à 3 ou  4 acides aminés. 

O n  peut donc considérer que ces mucines ont  une structure dans 

laquel  le  la charne pept id ique est quasi-totalement dissimulée par les 

mult iples chaînes glycanniques (10 à 12 résidus d'oses) fixées à I 'axe 

central  par l ' in termédiai re de liaisons O -g lycosidiques. 

La séquence N- termina le  d'une fucomucine pure correspond 

à I'encharnement ARG - PRO - THR*- ( G L Y  , ALA)  . . . De plus. 

des glycopeptides de ta i l les moléculaires d 'environ 25.000 ont  été 

préparés à par t i r  d'une sialomucine e t  d'une fucomucine. Le  glyco- 

pept ide préparé à par t i r  de l a  fucomucine bronchique possède une 

ac t i v i té  de groupe sanguin O .  La  dégradation des glycannes réalis6e 

par oxydation per iodique démontre une grande analogie de résultats 

avec le  schéma structural proposé par KABAT. Des séquences situees 
,+ 

au voisinage de la  première l iaison glycannne-pro$ine proche de 

I 'extrémit6 N -terminale du glycopeptide ont  été déterminées : 
................................................................... 
(*) Point de branchement du polysaccharide. 



Ces résultats permettent de suggérer q u ' i l  existe une 

"phrase code" indispensable au branchement des glycannes sur les 

chaînes peptidiques des mucines : e l l e  serait du type 

PRO - THR*- X - PRO, X étant  un acide aminé " indi f ferent" .  

Des "phrases codes" part icul iéres ont  6 té caractérisées 

pour les liaisons glycosylaminiques. L a  séquence suivante est actuel- 

lement b ien é tab l ie  : 

Pour une autre l iaison O -glycosidique intéressant I 'hydroxy- 

lysine, la séquence suivante est proposée : 

Un  codage par t icu l ie r  de la  séquence peptidique peut donc 

intervenir  et s'adapter à la  nature du po in t  d 'at tache glycanne- 

protéine. 

L'étude d 'un plus grand nombre de mucines d'origines 

différentes permettra sans doute de préciser le  rô le  de ces résidus de 

pro l ine dans la  première étape de synthèse d'une chaîne glycannique 

à par t i r  d'un résidu de thréonine. 

.................................................................. 
(*) Point de branchement du polysaccharide, 
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APPENDICE TECHNIQUE 



I - ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET I~MMUNOELECTROPHORETIQUE 

A) ELECTROPHORESE EN AGAROSE 

L'électrophorèse est pratiquée selon la microméthode sur lame * 
décri te par SCHEIDEGGER (1). Le support retenu est un gel semi-solide 

d'agarose à 0,9 p. 100 en tampon véronal sodé de pH 8,2 et  de force 

ionique O, 1. Les cuves d'électrophorèse sont des cuves à évaporation 

l imitée permettant 1'6 tude simultanée et comparative de 8 échan t i  l Ions. 

1) G e l  d'agarose à 0,9 p.100 

1,8 g d'agarose sont dissous dans 200 m l  de tampon veronal 

sodé de pH 8,2. La solution est portée à 100°C, au bain-marie pendant 

20 minutes. Après refroidissement à température du laboratoire, le gel 

obtenu est conservé à la temperature de i-4OC. 

2) Tampon véronal s o d  - HCI de pH 8,2 

................. - Véronal sod6 791 3 g 

- HCI N ..................... - 115 ml  

- Eau dist i l lée q. S. p. ........... 5.000 ml 

3) Préparation, des lames 

3 ml d'agarose à 0,9 p. 100 sont coulés sur une lame de verre 

de 75  x 25 mm. Après refroidissement, une fente est pratiquée à 23 mm 

de l 'extrémité de la lame (fente de 0,s mm de largeur sur 20 mm de 

longueur). La migration électrophoré tique s'effectue pendant une heure 

sous une différence de potentiel de 20 volts aux extrémités de la lame. 
--------------i---------*---------------*-*-----*-------------------- 

(+) Le  numéro entre parenthases correspond b l 'ordre d'apparition des 
citations dans le  texte. 



4) Révé lat ion aes lames 6 -e  iectrophorése 

Pour la révélation des 6 lectrophorégrammes, nous avons 

adopté plusieurs méthodes de coloration : 

a) Coloration par  IIAmidoschwatz 
i-------- --------*LI----- 

Apras 12 heures de f ixat ion dans un bain d'alcool b 60' 

contenant 2 p. 100 d'acide acétique, les lames sont sechées sous papier 

Whatman n03. 

Les proteines sont alors r6vélées par contact pendant 10 mi- 

nutes avec une salution alcoolique d'Amidoschwarz : 

............... - Amidoschwarz 1 g 

- Méthanol ................... 50 m l 

- Eau disti l l6e ................ 50 m l 

- Acide acétique glacial  ....... 10 m l 

La décoloration dans un bain d'acide acétique, méthanol, 

eau dist i l lée (1/5/5) est poursuivie jusqu'b l 'obtention d'un fond de 

migration transparent. 

b) Colorat ionpar le Réactif de Schiff aprés oxydation 
4- i - - - - - -  ----1-11---1---1---d- a---- - - m i - -  

e r i o d i ~ u e  (PAS) P-,,--- -- --,-- 
Nous avons util is6 la  methode preconisde par K O  IW et 

GRONWALL (2) pour la t i trat ion du réactif  de Schiff en S02 libre. 

Aprèls séchage, les lames sont trai t6es dans les conditions pr6conis6es 

par BISERTE (3), 

fixées Ei l 'éthanol absolu pendant 5 minutes, 

sechées entre deux papiers filtres, 

passees pendant 5 minutes dans le bain 



d'acide periodique, 

pendant 10 minutes, 

I'eau bisulf i  tée, 

lavées dans l'éthanol b 70  p. 100, 

séchées entre deux papiers f i  ltres, 

passées dans une solution réductrice, 

lavées b nouveau dans 1'45 thano l b 70 p. 100, 

séchées entre deux papiers filtres, 

mises en contact du réactif  de Schiff 

rincées à trois reprises 5 minutes dans 

passées 2 b 3 minutes dans l 'éthanol absolu, 

e t  séchées b l 'abri de la lumière. 

c) Colorat ionpar le Bleu de Toluidine (VANARKEL --------- ..................... 
et al.) (4) - 

Les lames sont fixées b la sortie de la cuve d'électrophorèse, 

pendant une heure dans une solution b O, 1 p. 100 de Cetavlon (bromure 

de cétyl-triméthyl-ammonium), puis séchées sous papier Whatman n03. 

Deux solutions de colorant sont utilisées : 

- Bleu de Toluidine faible, en solution à 40 mg dans 

100 m l  d'un mélange acétone - eau disti l lée (4/1). 

- Bleu de Toluidine fort, en solution b 400 mg dans 

100 ml  du même mélange acétone - eau distil lée. 

Après 15 minutes dans le bain de coloration, la décoloration 

est assurée par I'eau non déminéralisée ou par une solution à 1 p. 100 

d'acide acétique dans I'eau disti l lée. 

Nous avons ggalement retenu la coloration par le Bleu de 



Toluidine fort à différentes valeurs de pH : 2/45, 1,0, 0,2. 

d) Colorat ionpar le Vio let  de Crésyl --------- ---i--i--*------- -- 
Les lames sont fixées pendant une heure dans une solution 

a O, 1 p. 100 de Cetavlon, puis séchées sous papier Whatman n03. 

La CO loration des lames dl6 lectrophorèse est réalisée par 

un contact de 15 minutes dans une solution de Vio let  de Crésyl à 

20 p. 100 dans l 'acétique acétique b 1 p. 100. La décoloration est obte- 

nue de manière satisfaisante par un lavage rapide à l 'eau non déminé- 

ralisée. 

e) Colorat ionpar le Bleu A lc ian  --------- ---------------- 
La révélation des lames d'électrophorèse est pratiquée par 

contact de 15 minutes avec le colorant. La  f ixat ion par le Cetavlon 

à 0,l  p. 100 précède cette révélation. 

Trois formules de colorants sont retenues : 

- Bleu A lc ian  pH 0,2 : 

........ . Bleu A lc ian  1 9  

........... . HgS04 . .  10 m l  

Eau dist i l lée ........ . 100 m l  

- Bleu A lc ian  pH 1 : 

......... . Bleu Alc ian 1 g 

......... . HCI 0,l N 200 m l  

- Bleu A lc ian  pH 2,45 : 

......... . Bleu A lc ian  1 g 

......... . CH3COOH 3 m l  

........ . Eau dist i  l lée 100 ml  



B) I M M U N 0  ELECTROPHORESE 

Cette technique associe une migration électrophorétique e t  

une identif ication immunologique par réaction de précipitat ion 

antigène - anticorps dans un mi l ieu gélosé. 

Mode opératoire : 

- L'étape électrophorétique est tout à fa i t  semblable dans 

sa réalisation à ce l le  que nous venons de décrire. Elle est réalisée 

selon la microméthode de SCHEIDEGGER (5). Le support retenu est 

cette fois un gel  d'agar. La migration est poursuivie deux heures sous 

une différence de potentiel de 20 volts aux extrémités de la lame. 

- O n  découpe ensuite dans le gel d'agar à l 'aide d'un 

emporte-pièce une gouttière paral lèle à l 'axe de migration, dans la- 

quelle est déposé I'immunsérum. 

La diffusion des antigènes et  de I'immunsérum dure de 24 à 

48 heures en chambre humide à 20°C. II est parfois nécessaire de 

laisser diffuser l 'antigène avant de déposer I 'immunsérum dans la gout- 

tière. Ceci a 6té le cas lors de notre étude du pouvoir antigénique des 

fucom ucines. 

- Les lames sont ensuite lavées dans le sérum physiologique 

pendant 4 heures, séchées sous eau courante pour éliminer l'excès 

d'anticorps et  de protéines non précipités . Après séchage sous papier 

f i  Itre, les lames sont colorées par I'Amidoschwarz ou par le Réactif de 

Schif f  après oxydation periodique. 



II - TECHNIQUES DE PURIFICATION DES GLYCOPR,OTEINES 

A) CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION 

A u  cours de notre travai 1, nous avons été amené à util iser 

différents types de gel : Biogel, Sephadex, Sepharose. Le choix de 

ces supports éta i t  dicté par la ta i l le  moléculaire des protéines ou g ly-  

coprotéines dont nous devions effectuer l'isolement. 

Les dimensions de la colonne varient également en fonction 

du but de l'étude et  des quantités de préparation b chromatographier. 

Les chromatographies sont effectuées à la température du laboratoire. 

Les colonnes sont munies à leur extrémitt. inférieure d'un disque en 

verre fr i t té de porosité n02. 

1) Préparation du gel 

Le gel  est tout d'abord mis en solution dans I'eau distil lée. 

Après agitation douce de quelques heures et  decantation, nous é l imi -  

nons I'eau de lavage. Cette opération est répétée à plusieurs reprises 

jusqu'à l 'obtention d'un surnageant de décantation satisfaisant. 

Dans un deuxième temps, le gel est lavé par le tampon 

d16quilibre dans lequel sera effectuée la chromatographie de gel- 

f i  Itration. 

2) Préparation de la colonne 

La colonne est lavée à I 'eau distil lée, puis séchée à 

l 'alcool e t  à l 'éther. Elle est munie à sa part ie supérieure d'un rodage 

j sur lequel peut être adapté un entonnoir. 



Après aegazage, sous vide, du gel en soiutron dans le tam- 

pon d'equilibre, ce lu i -c i  est versé avec précaution dans l'entonnoir. 

L1extr6mité infbrieure de la colonne est fermée. O n  laisse le  gel décan- 

ter une nuit, puis on  fai t  débiter la colonne jusqu'b ce que le  gel soit 

tasse e t  que son niveau demeure constant. 

Après mise en place de la  tête d'adduction, la colonne est 

lavée pendant 12 heures avec le  tampon d161ution. 

3) Mode opératoir,e 

Les protéines ou glycoprot6ines soumises à la chromatogra- 

phie de gel- f i l t rat ion sont déposées sous un faible volume à la surface 

du gel. La préparation dissoute dans le tampon d'élution s ' inf i l t re 

dans le gel  ; on lave alors avec quelques centlm&tres cubes de tampon 

et l 'on peut f ixer l a  tête d'adduction du tampon. 

Des fractions de 3,5 ou 15 m 1, selon les cas, sont recueill ies 

sur col lecteur automatique de fractions. 

Chacun des tubes correspondant au fractionnement est sou- 

mis à une lecture au spectrophotom8tre h deux longueurs d'onde : 

260 e t  278 nm. Dans certains cas, la definit ion du diagramme chroma- 

tographique sera complbtée par l 'étude de la t'&activité b la ninhydrine 

et par l'estimation de la richesse des fractions en oses combinés (rné- 

thodes de dosage adaptées sur autoanalyseur Technicon). 

B) CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE I O N I Q U E  

Nous avons essentiel lemen t u t i  l ise deux types d86changeurs ; 

la DEAE-Sephadex A 25 et  IIEcteola-cellulase. 



- DEAE-Sephadex A 25 (Pharmacia) : dont la capacité 
+ 

d'bchange est de 3,5 - 0,5 mEq/ g et  dont la ta i l le  des particules varie 

de 40 à 120 W. 

- Ecteola-cellulose ou Cellex E (Bio-Rad) dont la capacité 

d'échange est de 0,4 mEq par gramme sec dlEcteola-cellulose. 

1) Pré~ara t ion  de I'échanaeur et  montaae de la colonne 

Le protocole de régénération appliquée à I'Ecteola- 

ce1 lu  lose comporte plusieurs étapes effectuées sur verre f r i  tté. Un 

cycle de régénération comprend : 

- un lavage à I'eau distillée, 

- un contact de 30 minutes avec N a O H  N, - 
- un lavage abondant à I'eau distillée, 

- une demi-heure de contact avec HCI N, - 
- et enfin un lavage à I'eau distillée, jusqu'à l 'obtention 

d'un pH voisin de la neutralité. 

En ce qui concerne la DEAE-Sephadex A-25, le cycle de 

régénération est légèrement différent : 

- lavage à I'eau distillée, 

- contact 30 minutes avec HCI 0,5 N, - 
- lavage abondant, 

- puis 30 minutes en présence de N a 0  H 0,5 - N, 

- et lavage à I'eau dist i l lée jusqu'à I'obtention d'un élwat 

à pH neutre. 

Que l  que soit l'échangeur utilisé, après un ou deux cycles 

de régénération, ce lu i -c i  est équilibré dans le tampon d'élution 

choisi, puis monté sur colonne de 25 x 2,3 cm ou 35 x 4,3 cm. 



2) Conditions d'élution 

L'élut ion est menée selon un gradient continu ou discon- 

t inu avec des solutions en N a C l  de molarit6 croissante. 

a) Premier type de gradient : gradient discontinu 
m i - - - - -  -ii-i --iiii-- -i---iii--ii-ii 

correspondant au passage successif des solutions N a C l  O, 1 /MI 

N a C I  0,l M HCI 0,Ol N - - 
WaCl 0,3 M HCI 0,01 N - - 
N a C l  0,5 M HCI 0,01 N - - 
N a C l  0,7 M HCI 0,01 N - - 
N a C l  1 - M HCI 0,Ol N 

i 

b) Deuxihme type de gradient : aradient continu . 
- - - - m i - - -  ---II -i,----- ------------- 

I 'é lut ion est conduite tout d'abord par du N a C l  O, 1 M, puis par un - 
gradient continu de N a C l  de molarité croissante : de O, 1 à 0,7 M. - 
Ce gradient l inéaire est réalisé à l 'aide de deux récipients contenant 

chacun 800 m l  d'une solution de N a C l  O, 1 M HCI 0,01 N et - 
N a C l  0,7 M HCI 0,01 N, - - 

Les fractions recueill ies sur collecteur automatique sont 

soumises à une analyse spectrophotométrique à 260 et 278 nm et à un 

dosage des oses combinés. 

C)ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN FILM LIQUIDE 

A HAUT VOLTAGE 

E l  le est réalisée \selon la techdique preconisée par HAN N I G 

(6) dans les conditions décrites par MOSCHETTO (7). 



1) Principe 

Cette méthode est basée sur le fractionnement des pro- 

téines, selon leur point  isoélectrique. Entre deux plaques de verre 

inclinées, on réalise un f lux constant de tampon du haut vers le bas. 

Le mélange à étudier, inject6 à l'extrémité supérieure est 

entraîné par le  f lux liquidien, cependant qu'un champ é lectrique, 

établ i  perpendiculairement au sens dlécoulement,permet de séparer 

les différents constituants en fonction de leur mobil i té électrophoré- 

tique. A un moment donné, la situation d'une protéine de charge 

électrique définie est donc la résultante de deux forces : 

- différence de potentiel entre les électrodes 

- vitesse de migration du tampon dans la chambre d'élec- 

trop horése. 

2) Protocole opératoire 

L'appareil  util isé : Elphor VAP N o l  est construit par la 

Société Bender et Hobein. Le fi lm l iquide de 0,5 mm d'épaisseur est 

une solution tampon située entre deux plaques de verre de 50 x 50 cm. 

La  plaque supérieure est percée d'un certain nombre d'orifices qui 

permettent l ' in ject ion du tampon et  de la  substance b étudier. 

L'ensemble est situé dans une chambre dont la température 

est maintenue à SOC pendant la durée du fractionnement. A la sortie 

de la  chambre, le fi lm liquide est compartimenté en 48 fractions 

qui s'accumulent dans des godets. 

A intervalles de temps réguliers, le l iquide accumulé dans 

chaque godet est pompé dans 48 tubes de collection. 

Les é lectrodes sont sépar6es de la chambre d'électrophorèse 



par des membranes semi-perméables. Les compartiments à électrodes 

sont constamment alimentés par un tampon. 

Le fi lm l iquide dans la chambre cl'électrophorbse est 

injecté b l 'a ide d'une pompe à débit constant réglable. 

L'intensité du courant peut varier de O b 200 mA et la 

tension de O b 2.500 volts. 

Nous avons util isé les conditions suivantes : 

- Tampon de la  chambre d1électrophor8se : pH 8,6 

Acide citr ique 0,008 - M 

Tris 0,08 M - 
- Tampon des compartiments 6 lectrodes : pH 8,6 

Acide citr ique 0,0256 M - 
Tris 0,24 - M 

La  concentration de l 'échanti l lon est en général de 

l'ordre de 20 mg/ml de tampon pH 8,6. La  vitesse d' in ject ion du 

tampon dans la  chambre peut varier de 10 b 120 m l/heure. La vitesse 

d' in ject ion de la solution 6tudiée est de 2 ml/heure au niveau du 

tube 38. 

Les 48 tubes correspondent b l'ensemble du diagramme 

d'électrophor8se. Sur chaque fraction recueill ie, on mesure I'absoep- 

tion spectrophotométrique b 260 e t  278 nm, ainsi que la teneur en 

oses com binés, 



1 1 1  - METHODES D'ETUDE DES GLUCIDES 

A) DETERMINATION DE L A  COMPOSITION 

CENTESIMALE DES OSES 

La composition cent6simale en oses "neutres", en osamines, 

en acide sialique a 6té déterminée à l 'aide des m6thodes suivantes : 

1) Dosage du galactose 

L e  galactose, seul hexose prdsent dans la copule poly- 

saccharidique des glycoprotéines entrant dans le cadre de notre 

étude, est dos6 à l 'a ide d'une méthode à I 'orcinol sulfurique adaptée 

à I'autoanalyssur Technieon. 

Nous utilisons la technique à I 'orcinol sulfurique décri te 

par TILLMANS (8), SPRENSEN (9) e t  LUSTIG et  LANGER (1 O), 

modifiée par N O L A N  et  SMITH (1 1). Cette methode a été adapt6e 

à I'autoanalyseur Technicon par DEMAILLE, DAUTREVAUX, HAVEZ 

e t  BISERTE (12). 

a) Réactifs ------- 
I o )  Rdactif à I 'orcinol : 

H SO 4 N  .....,.. ,... 1 0 0 m l  
2 4 -  

Comp 16 ter à 1 .O00 m l avec H2SQ4 à 66 96. Conserver 6 

+4OC à l'obscurité. 

2') Témoin : 

Gamme de galactose à 12,5, 25, 50, 100 et 200 y/m 1 

d'eau distil l6e. 



b) Mode opératoire 
- - - - m i  - - - id- -  

L'échant i l lon prélevé est m6lang6 dans une bobine de 

délai avec l e  réact i f  Si I 'orcinol sulfurique. Le f lux l iquidien seg- 

menté à intervalles réguliers par des bulles d'air, passe dans un 

bain-marie b 95OC pendant 5 minutes. Après refroidissement, la 

densité optique est lue b la longueur d'onde de 520 nm. 

Le  montage permet l'analyse de 40  échantillons à l'heure 

sur un volume de prise d'essai de l'ordre de 0,4 ml. 

Ce manifold se prête b l 'étude en série des tubes de 

collection des chromatographies de gel- f i  l t ia t ion (figure 1). 

Pour une estimation quantitat ive précise d'une prépara- 

tion, i l  est nécessaire de passer trois fois de suite l 'échanti l lon à 

doser. Seules les deux dernibres valeurs sont retenues. La  densité 

optique à 520 nm de I16chantil lon est comparée b une gamme de 

galactose dosée dans les mêmes conditions. Les résultats sont corri- 

gés en fonction du rapport poids humide/poids sec de la poudre lyo- 

philisée de l 'échant i l lon analysé. 

L'interférence due au fucose peut être réduite en util isant 

le  protocole suivant : pour une solution étudiée, on calcule tout 

d'abord I'absorption spectrophotométrique que donnerait par la mé- 

thode à I'orcinol, une solution de fucose de concentration identique. 

En déduisant cette valeur calculée de la densité optique obtenue au 

cours du dosage, on peut déterminer I'absorption donnée par le galac- 

tose et obtenir ainsi la teneur en hexose. Ce protocole préconisé en 

1950 par WHISTLER et DURS0 (13) a Bté repris par différents auteurs : 

DISCHE (14), LLOYD e t  KABAT (15) et CARLSON (16). 



DOSAGE SUR AUTO-ANALYSEUR TECHNICON 
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2) Dosage des hexosamines 

Le  dosage des hexosamines se fa i t  selon la  méthode de 

N EUHAUS e t  LETZRING (17) après une hydrolyse par I 'acide chlo- 

rhydrique 4 N  - pendant 4 heures à 100°C en tube scellé sous vide. 

Le choix de l a  durée et  des conditions d'hydrolyse peut être consi- 

d6ré comme une "condition moyenne" s i  l 'on se réfère à la  bibl io- 

graphie. 

ANTO NOPOULOS et GARDEL (18) util isent I 'acide 

chlorhydrique 6N - pendant 8 heures. PIGMAN, avec HCI 6 N  - 
laisse seulement une heure b 100°C. DORFMAN (19) dans l'étude 

de la  composition de I'héparitine-sulfate, poursuit son hydrolyse 

pendant 14 heures avec HCI 4N, - DAVIDSON (20), 12 heures. 

Une cinetique réalisée sur nos préparations, en fonction 

de l a  normalité en HCI, montre que la  lib6ration des osamines est 

pratiquement totale dans les conditions suivantes : HCI 0,5 N, - 
1 heure, à 100°C. Ceci  nous montre l'extrême sensibilité en mi l ieu 

acide de nos préparations. Toutefois, nous avons conservé les con- 

ditions : HCI 4 N, 4 heures, 100°C, apres avoir vérif ié la  stabilité - 
des osamines libres en mi l ieu acide. Le pourcentage de récupération 

est de 95 p. 100 après 4 heures dans HCI 4N.  - 
Après hydrolyse, l 'acide chlorhydrique est 6 l iminé par 

lyophilisation selon la  technique de MOSCHETTO et BISERTE (21). 

L'hydrolysat est repris dans 16 ml  d'eau dist i l lée. O n  

ajoute 1 ml de réactif à I'ac6tylacétone b 4 ml d'hydrolysat. Le mé- 

lange est porté 20 minutes 2i 100°C. A p r h  refroidissement, on ajoute 

5 m l  d'alcool isoamylique, Aptes agitation énergique, une légère 

centrifugation sépare les deux phases. 4 m l d'extrait alcoolique sont 

repris e t  on leur ajoute 1 m l  de réactif  d'Ehrlich. Après agitation, 



une coloration rose se developpe b I'obscurit6, en 15 minutes. La 

densite optique est lue au spectrophotomètre b 530 nm contre un 

blanc alcool isoamylique. La courbe obtenue à part ir de dilutions 

d'une solution de glucosamine est Ilnéaire entre 8 et  32 micro- 

grammes, puis s1infl6chit entre 32 et  40 microgrammes. Enfin, des 

solutions de glucosamine ou de galactosamine possèdent un coeff i- 

cient d'extinction spécifique identique. 

3) Dosage du fucose 

Ce dosage est effectué par la méthode de DISCHE et  

S W ETTLES (22) qui  util isent le chlorhydrate de cystéine. 

A 1 m l  d16chantil lon b doser, on ajoute 5 ml  de réactif  

sulfurique (6 volumes d1HÎSO4 pur RP pour 1 volume d'eau disti IlBe), 

en maintenant le  tube dans un bain de glace. Les tubes sont ensuite 

portes b 100°C pendant 10 minutes et refroidis dans un bain de 

glace. O n  ajoute 100 VI de reactif  b la cysteine (3 g de chlorhy- 

drate de cystéine pour 100 ml  d'eau dist i l  k e ) .  Après 4 heures b 

I'obscurit6, la densité optique au spectrophotomètre à 396 et b 

430 nm est lue. L e  témoin de lecture est l 'eau distil lée. 

La quantite de fucose est proportionnelle b la difference 

de densite opfique entre 396 et 430 nm. En tenant compte des 

valeurs obtenues pour le ternoin standard b 50 microgrammes et le 

témoin sans cystéine, la  quantite de fucose exprimee en microgrammes 

est donnée par l a  formule 

(d 396 - d 430) - (d 396 - d 430) 
échan ti 1 Ion témoin sans cysteine 

50 x 
d 396 - d 430 

temoin standard 



Une courbe témoin est construite avec des dilutions 

croissantes de l a  solution standard de fucose a 50 microgrammes par 

m 1. 

4) Dosaae de I 'acide sialiaue 

Le dosage de I 'acide sialique est réalisé par la méthode 

de WARREN (23) modifiée par AMINOFF (24), après hydrolyse b 

I 'échanti l lon a doser par l 'acide sulfurique O, 1 - Nt  pendant 

30 minutes, à 80°C. 0,5 ml d'un échanti l lon hydrolysé contenant 

de 5 à 40 microgrammes d'acide sialique dans I 'acide sulfurique 

0,l - N est ajouté à 0,25 ml de solution d'acide periodique 0,025 - M 

dans H2S04 0, 1 - N. Après 30 minutes à 37OC, I'exc8s d'acide 

periodique est réduit par 0,3 ml  d'une solution d'arsénite de sodium 

à 2 p.  100 dans l 'acide chlorhydrique 0,5 - N . O n  ajoute ensuite 

2 ml  de la solution d'acide 2-thiobarbiturique O, 1 M ajusté à pH 9 

par la  soude (3,6 g pour 250 m 1). O n  porte les tubes à 1 OO°C pen- 

dant 7 minutes 30. Après refroidissement 2 minutes dans la  glace 

fondante, on ajoute 5 ml de n-butanol contenant 5 p. 100 (v/v) 

d 'HCI 12N. - Agitation. Centri fugation. O n  reprend alors la phase 

butanolique dans des tubes secs et  on l i t  à 549 nm contre un blanc 

butanol au spectrophotom8tre. Une courbe étalon est réalisée avec 

des dilutions croissantes d'une solution à 100 microgrammes d'acide 

N-acétyl-neuraminique. La  courbe de dosage est l inéaire entre 5 

et  50 microgrammes. 

5) Groupements sulfate 

a) Reeerage semi -guanti tat i f  -- ---------- -------- 
Le repérage semi-quanti ta t i f  des esters sulfuriques est 



effectué selon la  méthode à I 'acrif lavine décri te par WHITEHOUSE 

e t  BOSTROM (25) et modifiée par INOUE (26). 1 1  s'agit d'une 

méthode turbidimétrique adaptée en semi-micromethode. A 0,5 m l 

de solution b doser, on ajoute O, 1 ml d'une solution d'acrif lavine 

(acrif lavine à 0,5 p. 100 dans I'eau disti llée). Après 15 minutes 

de contact b température du laboratoire et  di lut ion par addit ion de 

2,5 ml d'eau disti l16et la densité optique est lue à 660 nm contre 

un blanc : 0, 1 m l  de solution d'acrif lavine et 3 ml  d'eau distil lée. 

L a  densité optique mesurée est corrigée par ce l le  d'un 

temoin contenant 0,5 m l  de la solution à doser et 2,6 m l  d'eau 

disti l lée. 

b) Dosagepar la  méthode de DO GSON et  ---- - ............................ 
et  PRlCE (27) 
- - - - - -mm 

2 à 4 mg de l a  fraction à doser sont dissous dans 1 ml  

d'acide chlorhydrique - N . L'hydrolyse réalisee en tube scellé sous 

vide est poursuivie pendant 5 heures à 105OC. 

A O, 1 m l d'hydrolysat, on ajoute successivement 1,9 ml 

d'acide chloroacétique b 3 p. 100 et 0,5 m l du réactif  gélatine- 

barium (2 g de gélatine Difco dans 400 ml  d'eau dist i l lée à 60°C). 

A p r h  une nu i t  à +4OC, addition de 2 g de CI2Ba ; attendre 2 à 3 

heures avant I 'emploi). 

Le mélange réactionnel est laissé I O  à 20 minutes à tem- 

pérature du laboratoire. O n  l i t  au spectrophotomètre à 360 nm con- 

tre un blanc. La  valeur de la  densité optique obtenue est comparée 

à une gamme étalon de S04K2  dans I'eau distil lée. 



B) IDENTIFICATION DES GLUCIDES ET 

COMPOSITION MOLAIRE DES OSES 

1) Les oses neutres impliqués dans la copule poly- 

saccharidique ont été identifiés par chromatographie sur papier. 

Les oses sont préalablement libérés par hydrolyse en tube scellé 

sous vide en présence d'acide chlorhydrique 2 N  - pendant une durée 

de 4 heures à 100°C. La chromatographie est réalisée sur papier 

Schleicher e t  S c h ~ l l  N o  2040b dans le système solvant décrit  par 

BOURRILLON et  M I C H O N  (28) : - n-butanol/pyridine/HCI 0,l - N 

dans le rapport 5/3/2. La  révélation est obtenue par pulvérisation 

d'oxalate d'ani l ine (2 volumes d'oxalate d'anil ine à 2 p. 100 dans 

l 'éthanol à 95' ; 3 volumes d'acide oxalique à 2,5 p. 100 dans 

I 'eau disti l Ide). 

2) Les osamines également libérées par hydrolyse 

acide dans les mêmes conditions que celles précédemment décrites 

pour l ' ident i f icat ion des oses, sont soumises à une chromatographie 

sur papier dans le système - n - b ~ t a n o l / ~ ~ r i d i n e / H C I  0,l - N (51312). 
L a  révélation est obtenue, soit par le réactif  à I 'oxalate d'aniline, 

soit par le réact i f  dlErhlich (;A). 

................................................................. 
( )  Réactif à I 'oxalate d'ani l ine : 
oxalate d'ani l ine à 20 p .  1 .O00 dans l 'a lcool  b 95' : 2 vosurnes 
acide oxalique à 25 p. 1.000 dans l 'eau dist i l lée : 3 volumes 

Rgactif d1Erhlich : 
.... para-diméthyl-amino-benzaldéhyde l g  

Bthanol absolu.. ..................... 30 m l  
HC I concentré ....................... 30 ml 

............................ butanol 100 ml  



L e  rapport molaire des hexosamines (g lucosamine, galac- 

tosamine) a été déterminé sur résines échangeuses d'ions. L 'élut ion 

des osamines est suivie sur autoanalyseur Technicon par la colora- 

t ion à la ninhydrine. 

a) Matér ie l  -------- 
Colonne Technicon : longueur 500 mm, diamètre 6 /35  mm; 

la  colonne est nantie d'un manchon permettant de maintenir la 

température à 50°C pendant toute la durée de I'élution. 

Résine type A 4  (Bio-Rad). 

Pompe Beckman assurant un débit de 31 m l  à l'heure sous 

une pression de 130 à 150 P.S.I . .  

Tampons d'é lwtion retenus : 

1 O) Tampon citrate d e q H  3,80 
- - - - - - m m -  ---- 

(SPACKMAN, S T E I N  et MOORE)(29) 

.... Citrate de sodium trisodique 5,5 H 2 0  35,72g 

............................ N a O H  N - 100 m l  

Thiodiglycol .......................... I O  m l  

Bri j  35 ............................... 20 m l  

............ Eau dist i l lée boui l l ie  q.s.p. 2.000 m l  

Le  pH est ajusté à la valeur de 3,80 avec HCI (Merck) à 16 p. 100. 

+ 
2') Tamqon citrate de EH 5,28 - 0,02 - m m - - - - -  ------- 
(MOORE, SPACKMAN e t  STEIN)(30) 

Acide citr ique 1 H O .................. 2 49f19 
N a O H  N ............................ - 700 m l  

HCI concentré à 32 p. 100 (Merck) ....... 13,6ml 

Bri j  35 ............................... 



Eau dist i l lée boui l l ie  q. S. p. . . . . . . . . . . 2.000 m l 

Concentration en N a  0,35 N . - 

b) Mode opératoire 
- - - -mm ------- 

L a  résine est équilibrée en tampon citrate de pH 3,8. 

Le dépôt des osamines liberées par hydrolyse (hydrolyse effectuée 

en tube scellé sous vide, HCI 4N 4 heures, 100°C) est effectué - 
sous un volume de 200 b 800 microlitres dans le tampon citrate 

pH 3,80 contenant 12,5 p. 100 de saccharose e t  0,167 micromole/ml 

de norleucine. 

L 'élut ion par le tampon citrate pH 3,80 est poursuivie 

jusqu'au moment du passage de la norleucine. Dès le passage du 

témoin interne, I 'élut ion est effectuée en tampon pH 5,28. La 

réaction à la  ninhydrine permet alors de repérer la glucosamine, 

puis la galactosamine. 

Dans le cas où l 'on ne désire pas effectuer le dosage s i -  

multané des osamines, on peut d'entrée éluer en tampon 6,28. Dans 

ce cas, la  norleucine n'est pas séparée des aminoacides élués en 

tête. 

Le  rapport des osamines est obtenu après calcul  des sur- 

faces des pics. Dans le cas où i l  n'existe qu'une seule osamine, on 

peut vérif ier son identité en effectuant une deuxième chroma togra- 

phie et en ajoutant b I'hydrolysat un témoin glucosamine ou galac- 

tosamine (40 pg  d'hexosamines), L ' ident i f icat ion n'offre plus alors 

de di f f icul té.  Après passage des osamines, on régénère la résine par 

dépôt de 3 m I de N a 0  H 0,2 N. Le passage pendant une heure du - 
tampon ci t rate pH 3,80 nous l ivre une r6sine équilibrée et  prête 

pour une nouvelle étude. 



3) L'acide sialique libéré par hydrolyse acide douce : 

H SO O, 1 Nt 80°C, pendant une heure, est identif ié par chromato- 2 4 - 
graphie sur papier dans le système solvant préconisé par 

SVENNERHOLM E. e t  SVENNERHOLM L. (31) : - n-butanol, - n-pro- 

panol, HCI 0,l - N (1/2/1). 

I V  - METHODES D'ETUDES DES ACIDES AMINES 

A) DETERMINATION DE L A  COMPOSITION EN 

ACIDES AMINES 

Nous utilisons une méthode de séparation des acides aminés, 

préconisée par SPACKMAN, S T E I N  e t  MOORE (32), adaptée à I 'auto- 

analyseur Technicon, de manière à effectuer la chromatographie sur 

une seule colonne. Cel le-c i  est une colonne de 120 x 6,35 mm de 

Chrornobeads A (Dowex 50 x 8). Cette résine sulfonée, soigneusement 

calibrée, pr6sente une granulométrie moyenne de 24 microns. 

L 'é lu t ion est r6alisée Ci I 'aide d'un gradient continu de con- 

centration en Na+ et en pH. Le gradient est obtenu à I 'aide d'un 

Varigrad composé de neuf chambres de 75 ml. L a  composition des 

tampons de chacune des chambres, modifiée selon MOSCHETTO (33), 

permet d'avoir une séparation complète des osamines. 

La  composition des solutions admises dans les neuf chambres 

du Varigrad est présentée dans le tableau suivant : 



O n  ajoute b chaque cel lu le  0,8 m l  de "Brij 35". 

. 

......... Citrate trisodique 5,5 H O 89t3  g 
(normalit6 en N U + O , I ~  - M) 

N a O H  N ........................ - 300 m l  

Chambre pH 3,175 * pH 3,80 i pH 5 ** 
7 0  m l  + 6,5 m l  de 

1 méthanol 25 O/o O O 
butanol 75 O/o ........................................................... 

2 75 m l  O O ........................................................... 
3 75 m l  O O ........................................................... 
4 75 m l  O O ........................................................... 
5 O 70 m l  5 m l  

Pré lever 20 m l  du melange obtenu e t  le remplacer par 
20 m l  du même mélange contenant du NaC l  2,5 M t  ce 
qui  assure une concentration f inale de 0,66 M e n N a c l  - ........................................................... 

6 6 m l  9 m l  60 ml ........................................................... 
7 O O 7 5  m l  ........................................................... 
8 O O 75  m l  ........................................................... 
9 O O 75  m l  

Amener b ébul l i t ion. Apres refroidissement, ajouter : 

Thiodiglycol ...................... 25 m l  

Eau dist i l lée q. S. p. ............... 5 litres 

Ajuster au pH désir6 avec HCI 6 N. - 



......... Citrate trisodique 5,5 H 2 0  8913 

........................ N a O H  N - 300 ml 

N a C I  ............................ 185,35g 

Amener à ébul l i t ion. Après refroidissement, compléter 

avec de l'eau dist i l lée q.s.p. 5 litres. 

Ajuster le pH b 5,O avec HCI 6 N . - 
Avant la chromatographie, la colonne est équilibrée avec 

un tampon analogue au tampon pH 3,175, mais dont le pH est abaissé 

b la valeur de 2,9 par HC I 6 N . - 
Les hydrolysats de protéines obtenues par HCI 6 N  (1 ml  par - 

mg de protéine), 24 heures, à 105-1 10°C, en tube scellé sous vide, 

sont repris dans un tampon de même composition que le tampon 

pH 3,175, mais enrichi en saccharose (12,s p. 100), contenant le 

témoin interne norleucine et de pH ajusté à la valeur de 2,2. 

L 'élut ion de la colonne est suivie par dosage b la ninhy- 

drine sur auto-analyseur Technicon. 

B) DOSAGE A LA NlNHYDRlNE SUR AUTO-ANALY- 

SEUR TECHNICON 

Cette méthode de dosage ci été util is6e pour la détermina- 

t ion de la composition en acides aminés d'une préparation et  aussi 

pour le repérage des amino-acides libres séparés par chromatographie 

de gel- f i l t rat ion sur des échanti l  Ions, soumis b une protéolyse. 



1) Réactif à la ninhydrine 

a) Solution de méthylcellosolve diluée : -------------- ---------------- 
Préparer 24 heures avant les autres réactifs un mélange b 

parties égales de : 

Méthy lce l  losolve .................. 1.500 ml  

Eau dist i l lée ...................... 1.500 ml 

Cette solution est dégazée et  maintenue sous atmosphère 

d 'azote. 

b) Solution de ninhydrine "stock" : 
-------------a ----------- 

Méthy lce l  losolve pur .............. 500 m l 

N inhydrine ....................... 15 9 

Hydrindan tine .................... 1,125 g 

Tampon acétate de N a  pH 5,5 ...... 262,5 ml 

Cette solution est préparée et  stockée sous atmosphère 

d'azote. 

Le réact i f  util isé pour le dosage est obtenu en mélangeant 

aux trois litres de solution de méthylcellosolve diluée, la préparation 

de solution "stock". L'ensemble est toujours maintenu sous atmosphEire 

d'azote. 

Le r&act i f  peut être étalonné avant chaque dosage par 

rapport à une gamme de norleucine et  de proline. 

2) Mode opératoire 

L 'échant i l lon prélevé ou I 'é luat de l a  résine (dans le cas 

de la composition en acides aminés d'une protéine) est mélangé au 

réact i f  b la ninhydrine dans une première bobine de délai. Le f lux 

l iquidien est fractionné par bulles d'azote. La progression du f lux 



est assurée par une pompe péristaltique (figure 1 ) .  Après passage au 

bain-marie à 95OC, et  refroidissement, la  densité optique est lue à 

570 nm et à 440 nm pour la proline. 

C) DETERMINATION DES AMINO-ACIDES EN POSI- 

TION N-TERMINALE : METHODE DES DANSYL-AMIN0 -ACIDES 

(GRAY et HARTLEY)(34). TECHNIQUE DE WOODS et W A N G  (35) 

1) Dansylation du matériel étudié 

100 à 200 y de peptide ou de protéine sont dissous dans 

20 d'eau bidist i l lée. O n  ajoute alors 2 0 ~ 1  d'une solution de bicar- 

bonate de sodium 0,2 M et 40 PI de solution acétonique de chlorure - 
de l 'acide 1 -dimé thyl-amino-naph talene-5-su Ifurique (chlorure de 

Dansyl Sigma : solution conservée à +4OC et  à I'obscurité), à 2,5 mg 

par ml. Ce mélange réactionnel est laisse en contact b 45OC pendant 

une heure à I'obscurité. 

Apres évaporation en dessicateur sous vide partiel, en pr6- 

sence d'acide sulfurique concentré, on pratique une hydrolyse en tube 

scellé pendant 5 heures à 1 1 O°C en présence d'HCI 5,6 - N (HC 1 Merck 

32 O/o dilué au 1/2). 

L'hydrolysat est séché sous vide part ie l  dans un dessicateur, 

en présence de pastilles de soude, puis repris dans un mélange acétone- 

acide acétique (3/2) (acétone redisti l lée, acide acé tique RP Pro labo). 

2) Chromatographie des Dansyl-am ino-acides 

Nous utilisons la chromatographie en couche mince sur gel 



de si l ice G Merck. 28 g de gel de si l ice en suspension dans 50 ml 

d'eau disti l iée et  5 ml d'éthanol absolu sont étalés sur 6 plaques de 

verre (20 x 20 cm) en une couche de 300 p d'épaisseur. 

On  laisse alors sécher les plaques à température ambiante. 

lmmbdiatement avant le dépôt de I'hydrolysat, les plaques 

sont activées une heure à 100°C. L'hydrolysat en solution acétone1 

acide acétique est déposé à 3 cm des bords de la plaque. 

Dans le premier système solvant, la migration est effectuée 

dans le sens perpendiculaire au sens de l 'étalement du gel. 

Après réactivation pendant 10 minutes à 1 OO°Cf la plaque 

est soumise à une deuxième migration (sens perpendiculaire à la pre- 

mière). 

Avant toute migration, on laisse s'établir la saturation de 

la plaque pendant 30 minutes. 

Nous avons util isé les systèmes solvants pr6conisés par 

GROS et  LABOUESSE (36). 

Première dimension : ---------------- 
Benziine 80 (Merck) 

Pyridine 20 (pyridine Bi l laul t  disti l lée) 

Acide acétique 5 

Deuxième dimension : ------------------ 
Toluène 120 (Merck) 

Monochloroéthanol 200 (Pro labo) 

Ammoniaque concentrée 80 (Prolabo) 

Les amino-acides dansylés sont identifiés sous lampe à ultra- 

v io le t  (longueur d'onde : 340 nm). 



D) DEGRADATIO N D'EDMAN 

1) Matér ie l  e t  réactifs 

- tube cônique à centrifuger bouché émeri ; 

- pyridine Bi l lau l t  : la pyridine est traitée à reflux pendant 12 heures 

par l a  ninhydrine (1 d l )  en présence de baryte anhydre (10 g/l), puis 

disti l lée (1 15OC); 

- acide acetique (Prolabo) traité à reflux pendant 12 heures par I'anhy- 

dride chromique et  dist i l lé ; 

- benzène (Merck) ; 

- acide trifluoroacétique (F luka purum) ; 

- phényl-iso-thiocyanate (Fluka puriss p. a.) ; 

- acétate de butyle (Merck). 

2) Technique 

La dégradation à l 'aide de phényl-iso-thiocyanate est pra- 

tiquée dans des conditions voisines de celles préconisées par 

DOPHEIDE et  al. (37). - 
La réaction est effectuée dans un tube à centrifuger cônique 

rodé. 

a) Premier protocole : EDMAN - Composition en ------- -------------------C__ --------- 
amino-acides différentiel le ........................ 

20 mg de glycopeptides sont dissous dans 800 p l  d'eau bidis- 

t i  l iée. O n  ajoute 800 de pyridine et  40 p l  de phényl-iso-thiocya- 

nate (PIT). O n  laisse réagir 1 h 30 à 45OC sous atmosphère d'azote. 

Le P I T  en excès est extrait par agitation avec du benzène 

(2 ml  de benzène - élimination de la  phase benzénique ; 5 fois). 



La  phase benzénique étant séparée par centrifugation, on 

congèle la phase aqueuse qui est lyophilisée. 

La  cycl isation est effectuée en 30 minutes, à 45OC, sous 

azote, par addition d ' l  m l  d'acide trif luoroacétique anhydre que 

l 'on ajoute au lyophi lisat. 

Après séchage sous vide, en dessicateur en présence de 

soude, le résidu est repris dans 1 ml  d'acide acétique 0,4 - N. La 

phényl-thio-hydantoPne est alors extraite b trois reprises par le benzè- 

ne (2 ml). 

Après la pesée pour la composition en acides aminés, le 

lyophilisat est repris dans l'eau distil lée et  un nouveau cycle de dégra- 

dation peut commencer. 

Ce protocole est justifié par la parfaite él imination des 

6 l6ments contaminants qui  viennent interférer dans le dosage des 

acides aminés. 

b) Deuxième ~ r o t o c o l e  : EDMAN -Dansvl-amino- 

acides 

Nous avons uti l isé une modification de la méthode précé- 

dente proposée par H A N  (38) qui vise à simplifier la technique. Nous 

n'obtenons pas cette fois une él imination totale des contaminants, 

mais ces derniers ne perturbent pas l ' ident i f icat ion de I'amino-acide 

N-terminal par méthode de dansylation. 

L 'excès de phényl-isothiocyanate n'est pas é lim in6 par 

extraction benzénique, avant l 'addition d'acide t r i f  luoroacétique. 

Après cyclisation, deux extractions par l 'acétate de butyle sont r6ali- 

sées. Aprks séchage sous vide de la phase aqueuse résiduelle en pré- 

sence de N a 0  H f  le résidu est lyophilisé. 



Après pré l8vement pour la  détermination de I 'amino-acide 

N-terminal par la méthode de Dansyl-amino-acide, un nouveau cy- 

c le de dégradation peut être entrepris. 

E) IDENTIFICATION DE L 'AMINO-ACIDE EN 

POSITION C-TERMINALE 

1) Matér iel  e t  réactif  

a) Carboxypeptidase A (Worthington) : suspension 

h 92,2 mg/ml. Ac t iv i té  : 50 Unités par mg. 

b) Carboxypeptidase B (Worthington) : suspension 

h 16 mg/rnl. Ac t iv i té  : 177 Unites par mg. 

2) Préparation des enzymes 

5 microl i tres de la suspension de carboxypeptidase A ou B 

sont dilués dans 50 microlitres d'une solution de chlorure de lithium 

à 10 p. 100 dans l 'eau dist i l lée. O n laisse une nui t  b +4OC. Le  lende- 

main, la solution enzymatique diluée est l impide et  propre à l'emploi. 

3) Hydrolyse enzymatique 

2 mg de glycopeptide sont dissous dans 180 p l  de tampon 

Tris 0,01 - M de pH 8,O. O n  ajoute 10 p l  de solution de carboxypepti- 

dase A et/ou 10 pl  de carboxypeptidase B et  on laisse 24 heures à 

37OC. 

L'arrêt de l'hydrolyse enzymatique est obtenu par addition 

de 1 m l  de tampon citrate de Na, pH 2,2 contenant 15 p. 100 de 

saccharose et l e  témoin interne norleucine. 



L'ensemble est déposB directement sur la résine d'échange 

d'ions et la composition en acides amines est déterminBe. Seuls, les 

amino-acides libérés par  hydrolyse enzymatique, donc en position 

C-terminale, sont présents et identifies. 

Une Btude des acides amines IibBrBs au bout de 1, 2, 3, 

5 et  24 heures nous permet d'étudier la  séquence des acides aminés 

s i  tuBs dans la  r6gion C-terminale de l 'axe polypeptidique. 
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