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ABREVIATIONS UTILISEES

Abréviations selon SCHULTZE et HEREMANS (1966

Alb : Sérumalbumine
TrPA : Préalbumine
a -AGp : a; -glycoprotéine acide

a]-ATr : a]-anfifrypsine

GC GZ-GC-globuline
Hp : Haptoglobine

Cer : Céruléoplasmine
02M : 02—macrog|obu|ine
Tr : Transferrine

B]C : B]C—euglobulme
Hpx : Hémopexine

pl : Point isoélectrique

Avutres abréviations

IgA : Immunoglobulines A

IgG :  Immunoglobulines G

IgM : Immunoglobulines M

SC -+ Composant sécrétoire des IgA
BrTr ¢+ Brochotransferrine

d]AC a —anfi.éhymofrypsine
Amyl : Amylase
us

IDR :  Immunodiffusion radiale

Ultra-sons

EID : Electro-immunodiffusion
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INTRODUCTION

Parmi les moyens de défense de l'appareil respiratoire, |'épuration broncho?
pulmonaire joue un r8le prépondérant. La sécrétion trachéobronchique est un
véritable filtre mobile dont les caractéres visco-élastiques sont essentiels & son
entraine ment par les cils vibratiles, sa qualité d'épurateur est donc éfroitement’
liée & ses propriétés rhéologiques.

Depuis plusieurs années, les liens étroits entre le caractére ‘visqueux
de I'expectoration et la présence d'acide N—acétylﬁeuraminique ont été mis en
évidence par plusieurs auteurs (ATASSI et coll., 1959 ; MUNIES et coll., 1968 ;
KEAL, 1970). Le r8le des sialomucines sur les propriétés élastiques de .l'expecfora-
tion a été également souligné. Par ailleurs, le dosage des protéides de l'expec-
toration a été abordé pour rechercher des relations éventuelles avec I'état inflam-
matoire de la muqueuse bronchique des malades (MEDICI et coll., 971) ou des
relations avec la spécificité des anticorps du mucus bronchique (REYNOLDS et
coll., 1973).

Les chercheurs de notre laboratoire en liaison avec I'équipe de Monsieur
le Professeur SADOUL de Nancy et en particulier Madame PUCHELLE, tentent,
d'une fagon originale, de mettre en évidence des relations entre les caractéres visco
élastiques de I'expectoration, la teneur en protéides {d'origine plasmatique et
locale) et I'importance des différentes classes de mucines.

Le but que Monsieur le Professeur HAVEZ avait fixé & notre travail était
de mettre au point une technique de dosage des constituants protéiques du mucus
bronchique, pour essayer ensuite d'établir des corrélations entre les teneurs en
ces constituants et les qualités rhéologiques du mucus. Avant de choisir les para-
métres qui pourraient faire I'objet des dosages, il était nécessaire d'établir le
bilan des protéides présents dans le mucus. Notre étude s'est limitée aux cons-

tituants protéiques et glycoprotéiques de |'expectoration.




I. ETUDE QUALITATIVE DES PROTEIDES DU MUCUS

LA,

BRONCHIQUE HUMAIN

Matériel d'étude
Séparation mucines protéides

Etudes électrophorétiques et immunoélectrophorétiques

de I'extrait de mucus bronchique

ldentification des plages de précipitation obtenues

en double dimension
Fractionnement de I'extrait de mucus en gel-filtration
Particularités de certains constituants du mucus bronchique

Application de la technique de double dimension &
I'étude de la sécrétion bronchique de quelques cas

particuliers




[.A. Matériel d'étude

L'étude de la sécrétion bronchique normale qui tapisse la muqueuse bron-
chique chez le sujet sain est pratiquement impossible car cette sécrétion n'est pas
eXpeéforée. Elle ne peut &tre obtenue qu'en trés faible quantité par broncho-aspi-
ration mais la simple irritation die a Vintroduction du bronchoscope peut déclen-
cher une hypersécrétion réactionnelle (BISERTE et coll. , 1963).

Aussi les études portent-elles généralement sur les hypersécrétions.

I.A.1. Variations individuelles de la sécrétion bronchique

L'étude biochimique de la sécrétion bronchique se heurte
donc dés I'abord & des problémes qui tiennent & la variation de 'hypersécrétion
d'un sujet & |'autre : en effet, les hypersécrétions varient de la sécrétion matinale
du fumeur & |'expectoration épaisse de l'asfhmoﬁque en crise et avl'hydrorrhée

fluide de certains bronchitiques chroniques.

1.A.2. Hétérogénéité macroscopique de |'expectoration

L'observation macroscopique d'une sécrétion bronchique
permet de constater son caractére particulidrement hétérogéne. L'élément visqueux,
le mucus géliforme, est associé en proportion variable & des liquides transsudés des
capillaires et & de la salive ; il peut &tre contaminé par du pus.

L'étude au microscope électronique effectuée par WHITE
et coll. (1954) sur des expectorations d'asthmatiques, met en évidence la présence
de filaments incorporés dans une phase aqueuse qui renferme les composants so-

lubles de la sécrétion.

1.A.3. Propriétés rhéologiques

La caractéristique fondamentale de la sécrétion bronchique
est d'@tre, selon une terminologie vague, visqueuse. En fait, cette sécrétion -
réunit & elle seule plusieurs modalités d'écoulement (PUCHELLE et coll., 1971).
Ce milieu, rhédlogiquement complexe, est un fluide inhomogéne, non newtonien,
visco-plastique, visco-élastique et trés sensible au cisaillement. || est caractérisé
par des propriétés d'écoulement et de déformation hautement non linéaires et dé~

pendantes du temps.




Ce caractere de visco-élasti cité de la sécrétion bronchique
est & I'origine de I'un des problemes techniques majeurs auxquels nous avons été
confrontée : en effet, toute étude directe par les méthodes électrophorétiques
classiques ou tout fractionnement direct par la méthode de gel filtration s'avére.
impossible.

I.A.4. Organisation fibrillaire du mucus bronchique

Les propriétés du mucus bronchique dont le réle principal
est de collecter, transporter et éliminer hors des voies respiratoires, les particules
éfrangére§ inhalées, reposent sur son organisation fibrillaire. |

M@&me débarassé de ses composants solubles par lavage &

I'eau désionisée, le réseau fibrillaire conserve son organisation macromoléculaire
(BISERTE et coll., 1963). |

D'un point de vue biochimique, la sécrétion bronchique se
caractérise par sa richesse en glycoprotéines de sécrétion ou mucines qui lui
conférent une aptitude remarquable de captation de |'eau. Les mucines représen-
tent I'élément fondamental du réseau fibrillaire. Parmi les composants "mineurs"
que l'on retrouve dans la phase géliforme aprés lavage figurent plusieurs protéines
et glycoprotéines (HAVEZ et coll. 19674): IgA-globulines, transferrine bronchique,
sérumalbumine, kallicréine, lysozyme. ' '

Le mécanisme qui préside & ['apparition de la structure fibril-
laire n'est pas encore connu. La bronchotransferrine et les IgA sont certainement
impliquées avec les mucines dans la fo rmation du réseau fibrillaire;mais, & parf'ir
de ces éléments, la reconstitution "in vitro" d'un liquide possé¢dant des propriétés

rhéologiques identiques & celles d'un mucus "natif" n'a pas encore été possible.
q q P p

[.A.5. Interactions mucines~protéides

L'étude et le bilan des protéides du mucus (phase géliforme
et phase aqueuse) nécessitent la suppression préalable des liaisons qui existent

entre mucines et protéides.
Dés 1964, DEGAND a précisé les forces de cohésion et les

liaisons chimiques pouvant intervenir dans ['organisation et la structure du mucus

bronchique.

1l existe : - des forces de cohésion relativement faibles,

sensibles & I'hydratation, au pH, & I'environnement ionique, aux sels minéraux




(Haisonshydrogéne et saline)

- des valences homopolaires qui s'établissent entre
deux fonctions thiols de la cystéine, par exemple,pour former un pont disulfure
sensible & la réduction. |

- des liaisons de covalence caractérisées par leur
stabilité (liaisons glucide-protéide, glycosidique, peptidique) mais néanmoins
sensibles & certains enzymes spécifiques (enzymes proféolyﬁqués, neuraminidaﬁe,

lysozyme).

1.A.5.a. Identification des constituants impliqués

dans la formation des ponts disulfure

Préoccupés par des problémes de médication & visée
mucolytique, GERNEZ-RIEUX et coll. (1964) ont étudié I'activité “in vitro" de dif-
férents agents réduisant la viscosité de I'expectoration. lls constatent que les
agents réducteurs (L-cystéine, N-acétyl cystéine) diminuent de maniére importante
o viscosité apparente de§ sécrétions.

En 1970, HAVEZ et coll.précisent le mode d'action
biochimique des dérivés de la cystéine sur le mucus bronchique. Leur étude porte
sur-la phase géliforme du mucus. Pour déterminer la nature des composants sensibles
&4 l'action de l'agent réducteur, le mucus fibrillaire est réduit par la cystéine
0,075 M pendant 5 heures. Le blocage des groupes thiols libérés est ensuite
effectué par addition d'iodoacétamide marqué au C. Aprés séparation chroma-
tographique des constituants du mucus, la plus grande paﬁie de la radiocactivité
est localisée dans une fraction principalement constituée par les protéines du type
bronchotransferrine, IgA et serumalbumine. HAVEZ et coll. déduisent de ces
résultats éue I'action directe d'un agent réducteur porte sur les protéines du mucus
fibrillaire et n'intéresse pas le groupe des mucines bronchiques. Certaines protéines
riches en ponts disulfure (sérumalbumine : 35 ponts disulfure, Ia'cto‘transferrine :
32 ponts, IgAs : 78 ponts) sont donc indispensables & la formation des points d'union
“interfibrillaire. Elles constitueraient les éléments de cohésion captés par la matrice
mucinique.

I.A.5.b. Mucines bronchiques : échangeurs d'ions

Les qualités d'échangeur d'ions des mucines bron-

chiques ont 616 étudiées par DEGAND (1972) - Reprenant la méthode spectrophoto-




métrique décrite par OHKUMA (1970) pour ‘I'étude des modifications du spectre

du bleu de toluidine fix'é sur les substances M et N, DEGAND a précisé les méca-
nismes d'échanges protéines-colorant ou peptides—colorant sur les diverses classes
de mucines ou de glycopeptides bronchiques. Les spectres d'absorption des mélanges
glycopeptides-colorant mettent nettement en évidence I'affinité des glycopeptides
carboxyliques et sulfatés pour le bleu de toluidine. Les propriétés d'échangeur

de cations des mucines ont été étudiées en fonction de la possibilité de fixation
des protéines ou des glycoproféinés. L'addition de lactotransferrine ou d'lIgA
bronchiques modifient les modalités de fixation du colorant sur les glycopeptides.
De plus DEGAND a démontré que le réle d'échangeur de cations des mucines

poly anioniques bronchiques n"opparal"r que dans des conditions précises d 'ionisa-

tion ou de force ionique de la solution.

I. B. Séparation mucines-protéides

1.B.1. Choix de la méthode

Dans l'organisation de la structure fibrillaire interviennent
des valences homopolaires qui s'établissent entre 2 fonctions thiols de la cystéine
Une dissociation de cette structure peut &tre obtenue par simple réduction du mu~-
cus (cystéine 0,075 M ou mercapto-éthanol & la concentration de 1 p. 100 v/v).
Mais les résultats de HAVEZ et coll (1970), rappelés précédemment, nous ont
fait éviter I'emploi de cette méthode : en effet, seuls les protéides semblent
touchés par la réduction. )

Bien que les propriétés d'échangeur d'ions des mucines polya-
nioniques ne furent démontrées que récemment par DEGAND (1972), I'utilisation
de la DEAE-cellulose permettait, d&s 1963, & CUVELIER d'obtenir un fractionne-
ment des composants du mucus préuldblerﬁenf traité par l'urée 6 M. ROUSSEL
(1965) établit que, méme en I'absence d'urée, le simple pouvoir d'échange ionique
de la DEAE-cellulose s'avére suffisant pour désorganiser |'architecture macromo-
léculaire du mucus bronchique natif.

L'échange ionique permet donc de séparer les différents cons-
tituants de la sécrétion. Toutefois les problémes techniques dis & 'utilisation de la
DEAE-cellulose (tels que changement de volume de I'é:hangeur avec la force

ionique du tampon d'élution, faible vitesse d'élution des colonnes) nous ont fait




préférer I'Ecteola-cellulose, qui est un échangeur faiblement basique, moins

agressif que la DEAE~cellulose.

1.B.2. Protocole adopté pour I'élimination des mucines

acides et |'extraction des protéides.

La mise en contact du mucus avec |'échangeur d'ion est
effectuée par la technique de "batch-adsorption” . L'Ecteola-cellulose préala-
blement régénérée est équilibrée dans un tampon phosphate de sodium 0,01 M
de pH 7,5 contenant 0,15 M NaCl, identique & celui qu est utilisé par
LIEBERMAN (1970) sur le mucus de la poche trachéale de Chien. Elle est soumise
& une centrifugation de 15 minutes & 6500 tours/minute; le surnageant est éliminé.

Les proportions utilisées sont les suivantes : & 1 ml de mucus
on ajoute 1 g d'Ecteola-cellulose humide ( de capacité 0,33 mEq/g sec) , puis
2 ml de tampon phosphate de sodium 0,01 M , NaCl 0,15 M de pH7,5. Ce
mélange est agité pendant une heure & 4°C et la suspension est centrifugée &

6 500 tours/minute pendant 15 minutes.

Ce protocole a été appliqué & 280 ml d'expectoration d'un
malade atteint de bronchite chronique. Nous obtenons un surnageant trouble qui
ne présente plus les propriétés rhéologiques du mucus de départ . Nous appelons
"extrait" de mucus cette solution surnageante qui est conservée & +4°C en vue de

son étude.

1.B.3. Elution des constituants fixés sur I'Ectecla-cellulose

Il nous semblait intéressant de vérifier que I'Ecteola-cellulose
élimine bien les mucines polyanioniques présentes dans le mucus bronchique.
Nous avons donc choisi d'éluer I'Ecteola-cellulose par la solution HCI 0,01 N,
NaCl 0,7 M qui devrait permettre la récupération simultanée des sialomucines
et des sulfomucines ( DEGAND , 1972) . ‘

Le culot d'Ecteola-cellulose obtenu aprés centrifugation
& la fin du protocole d'extraction des protéides du mucus est remis en suspension

dans le tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl1 0,15 M de pH 7,5 et




lavé abondamment sur verre fritté avec ce méme tampon jusqu'a ce que l'effluent
n'absorbe plus & 278 nm . Une élution en colonne est impossible, car il
~se produit un colmatage dés que débute le passage de la solution HCI 0,01 N,

NaCl 0,7 M.

L' Ecteola-cellulose est donc agitée dans un erlen-meyer
avec un volume d' HCI 0,01 N , NaCl 0,7 M égal au volume de mucus
de départ. Aprés 15 minutes d'agitation & 4 °C , le mélange est centrifugé
pendant 10 minutes & 6 500 tours / minute et le surnageant est recueilli.
L'opération est renouvelée une fois . Les surnageants rassemblés sont dialysés
quatre jours contre de l'eau désionisée, puis lyophilisés.

Les électrophoréses en lames d'agarose nous ont permis
de constater la richesse en glycoprotéines de ce matériel élué de |'Ecteola-
cellulose . Cependant il persiste une contamination protéique. Une étape
supplémentaire de purification serait donc nécessaire. Mais la poudre obtenue
est difficile & redissoudre et lors de la chromatographie de gel-filtration
entreprise sur colonne de Sepharose 2 B, la colonne se colmate. Nous
n'avons pas poursuivi ce protocole de purification des mucines polyanioniques
dont la présence dans le matériel élué de |'Ecteola-cellulose par HCI 0,01 N,

NaCl 0,7 M a néanmoins été observée .




I. C. Etudes %lectrophorétiques et immunoélectrophorétiques de |'extrait

de mucus bronchique.

1.C.1. Electrophorése et immunoélectrophorése en lame d'agar

‘apH8,2.

Ces techniques ne donnent pas de résultats satisfaisants
car la concentration en protéides de I'extrait de mucus est trop faible. En électro-
phorése une fraction de mobi'ité identique & celle de la sérumalbumine et deux
autres fractions, |'une dans la zone des alpha-globulines et ['autre dans la zone
des gamma-globulines y sont décelées (fig. 1.C.1 - aet B). L'immunoélectrophorése
effectuée avec un immunsérum de Lapin anti-sérum humain total (Behring) permet
seulement d'identifier la sérumalbumine et les IgA=-globulines (fig. 1.C.1 = Y).
D'outre part, nous devons éviter la lyophilisation qui donne une poudre difficile

& dissoudre. Nous avons donc recherché des techniques plus sensibles pour ['étude

directe de |'extrait de mucus bronchique.

1.C.2. Electrophorése en gel de polyacrylamide en disques.

Les dépdts sont de 75,}"' pour les extraits de mucus
et de 3J,\l pour le sérum témoin. Le nombre de bandes est variable selon les mucus
(fig. 1.C.2). La sérumalbumine est repérée par comparaison avec la migration d'un
~ sérum témoin (gel @). Une technique de révélation spécifique permet d'identifier les
quatre isoamylases bien visibles dans le mucus du gel B. Les gels Yetdillustrent la
richesse en protéides que peuvent présenter certains mucus. Deux populations d'IgA
de masses molaires différentes-ont pu étre identifiées dans les sécrétions bronchiques.
Aprés la migration en gel de polyacrylamide, le gel est inclus dans de l'agarose
contenant des anticorps anti-chaine a: un arc de précipitation & double courbure
est obtenu, correspondant aux deux bandes observées en électrophorése en gel de
polyacrylami de. Dans le gelgces deux bandes sont particuligrement nettes.

L'emploi de cette technique permet la mise en évidence
des variations de composition d'un mucus & I'autre ; mais l'identification des protéides

est limitée.
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Figure 1.C.1 : ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMMUNOELECTROPHORETIQUE
DE L' EXTRAIT DE MUCUS .EN LAMES D'AGAR .

a Sérum témoin
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Figure 1.C.,2 ¢ ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE.

(voir texte p 7 )




1.C.3. Immunoélectrophorése bidimensionnelle -

Cette technique est fondée sur la migration électropho~
rétique des antig&nes dans un gel contenant des anticorps et sur une immuno-précipi-
tation spécifique de ces antigénes par I'emploi des anticorps précipitants correspondants,
- Ce principe fut introduit par BUSSARD (1959) et RESSLER (1960'-a;1960-b ). Reprise
par LAURELL (1965-1966) et CLARKE et coll. (1967) cette technique est actuellem ent
trés utilisée. L'un des inféréf; majeurs de cette méthode réside dans le fait qu'elle
donne de bons résultats pour des concentrations trés faibles en antigéne et en anti-
corps. Toutefois, le rapport Ag/Ac doit ¢€tre déterminé dans chaque cas. Nous avons

choisi cette technique pour |'étude plus approfondie de la sécrétion bronchique.

I. D. Identifica tion des plages de précipitation obtenues en double dimension-

Lorsque I'on dispose d'immunsérums spécifiques et de protéines purifiées
I'utilisation des différentes adaptationsde I'immunoélectrophorése bidimensionnelle
(partie technique p.T.8,9,10, permet l'identification de la plupart des plages de
précipitation obtenues avec les immunsérums plurispécifiques.

Nous nous sommes tout d'abord attachée & identifier les plagesde
précipitation obtenues avec I'immunsérum anti-protéines sériques. Puis nous avons
recherché ce que I'emploi d'immunsérums anti-sécrétions tel que anti-lait, anti-
salive de parotide, anti-salive totale pouvait apporter comme caractérisation supplé-
mentaire. Nous avons également préparé des immunsérums chez le Lapin, avec des
fractions de mucus. Pour obtenir des diagrammes de double dimen sion dont les arcs
sont bien marqués sans devoir effectuer des dépdts volumineux nous avons concentré
six fois |'extrait de m-ucus & l'aide de I'appareil Diaflo, scus pression d'azote (mem-

brane UM 2).

1.D.1. Protéides révélés par I'immunsérum de lepin antiprotéines sériquesk

I.D.1.a Résultats expérimentaux:.

La double dimension obtenu e en déposant
30 j.,\l de I'extrait de mucus bronchique concentré six fois et en incluant dans le
gel de la deuxiéme dimension, 300 J.al d'immunsérum de Lapin anti-sérum humain

total est représentée sur'la Fig. 1.D.1.d’; elle constitue la plaque témoin. . La plupart
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( L'extrait de mucus a été concentré 6 fois sur appareil Diaflo )

Figure 1.D.1.a' : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE

D' UN EXTRAIT DE MUCUS AVEC L' IMMUNSERUM DE LAPIN ANTI-SERUM

HUMAIN TOTAL ( Technique de LAURELL )
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des arcs ont été identifiés en utilisant les immunsérums spécifiques et en comparant
la plaque ainsi obtenue avec la plaque témoin. 15 protéides sont identifiés dans

ce diagramme : 'es IgA-globulines, les IgG-globulines, les IgM-globulines, la
transferrine, l'hémopexine,y I'haptoglobine, la (3] C—euglobu.line, la céruléoplasmine,‘
|'a2—mocroglobu|ine, l'cz-GC—globuline, l'a]—anfifrypsine, I'a]—glycoproféine
acide,vl'c‘-antichymofrypsine, I'albumine et la préalbumine. 1l faut signaler que

l'a] -antitrypsine apparait sous la forme d'un arc & double courbure.

Pour l'c] ~antichymotrypsine et l'a] -glycoprotéine acide, nous avons utilisé la
technique du gel intermédiaire de AXELSEN et coll. (1972) (voir partie technique
p.T.10).En effet, ces deux glycoprotéines se trouvent trés proches l'une de l'autre
dans le diagramme et |'identification par superposition de plaques est délicate.

( voir Figure I.D.1.a" ). L'existence dans le dfagrcmme témoin d'arcs &

double courbure rend délicate l'utilisation de la technique du"tandemde KROLL
(1968-1969)(voir partie technique p.T.8) qui constitue généralement un bon moyen

d'identification. Nous |'avons utilisée au paragraphe 1.D.2.q,p.14.

1.D.1.b Bilan,

La présence de protéines sériques dans la sécrétion
bronchique avait été signalée dés 1960 par BRO GAN qui avait mis en évidence
la sérumalbumine dans la phase géliforme du mucus. En 1963, BISERTE et coll.
identifient dans la phase soluble outre la sérumalbumine, les 1gG, les IgA, la trans-
ferrine, la Blc-euglobuline, l'a] -dnfifrypsine, I'haptoglobine, l'az—macroglbbuline,
l'a1 -glycoprotéine acide. Les auteurs indiquaient déja des variations notables d'un_
sujet & I'autre. Travaillant sur le surnageant obtenu aprés ultra-centrifugation du
mucus (118000 g pendant 4 heures) RYLEY (1970), BRO GAN .et coll.(1971) identifient
par immunoé lectrophorése de I'hémopexine, de I' azHS glycoprotéine et de la
préalbumine ( la présence de ces deux dernlers constituants n'est pas constante ).

En 1973, RYLEY et coll. signalent la présence d' a, ~-antichymotrypsine. Nous
mettons également cette glycoprotéine en évidence dans |'extrait de mucus.

En 1973 (HAVEZ et coll.) , nous avons pu identifier
les IgM, la céruléoplasmine et I az-GC-globuline en plus des autres composants
déja cités. La plupart des plages obtenues avec I'immunsérum de Lapin anti-sérum
humain total peuvent étre identifiées. Le fibrinog&ne n'a été caracterisé que

par l'emploi de l'immunsérum de Lapin spécifique .
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I'immunsérum de Lapin anti-sérum humain total ( ASHT). :
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motrypsine. Le reste de la plaque est recouvert avec de |'agarose contenant ASHT,
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Jusqu'a présent, nous n'avons pu metire en évidence ni I‘dz-HS-glycoprotéine, ni

la lel-glycoprotéine; nous n'avons caractérisé aucune lipoprotéine que ce soit par

la coloration au noir Soudan de la plaque obtenue en double dimension avec I'immun-.
sérum de Lapin anti-sérum humain total ou par I'emploi des immunsérums de Lapin
s‘péci‘r'iques de l'a]-lipoprotéine et de la B-lipoprotéine.

HO CHSTRASSER et coll. ( 1972-a ) ont décrit dans le
mucus bronchique humain un inhibiteur de protéases ayant une masse molaire faible
(M :13000g). Ensuite, ces auteurs ( HOCHSTRASSER et coll., 1973-a ) identi-
fient cet inhibiteur au fragment actif de I'inter-a-trypsine-inhibiteur, qui posséde
le déterminant antigénique de ce constituant. Nous ne ['avons pas encore révélé
dans les extraits de mucus : ceci est peut-&tre di & notre mode de préparation de
I'extrait de mucus qui différe beaucoup de celui de HOCHSTRASSER et coll. . Ces
auteurs éliminent les constituants de masse molaire élevée pdr précipitation par
I'acide perchlorique ( concentration finale : 5 p. 100 ). Aprés neutralisation par
KOH et élimination du précipité par centrifugation, I'inhibiteur de masse molaire
faible est mis en évidence dans le surnageant. Nous avons appliqué ce protocole
aux extraits dé mucus, mais, dans le surnageant obtenu, aucun constituant ayant des
caractéres antigéniques de |'inter-a-trypsine ~inhibiteur n'a été retrouvé. Le tampon
que nous utilisons lors de I'échange ionique par lequel nous débutons le protocole
d'extraction ne nous permet peut-&tre pas d'éluer ce constituant. Peu de détails sont
indiqués par les auteurs sur le corﬁporfemenr de cet inhibiteur en chromatographie
d'échange ionique. HOCHSTRASSER et coll. ( 1973-b ) procédent ensuite & I'isolement
d'un inhibiteur de protéases de masse molaire supérieure ( M : 20 000 g ) qui, lui aussi,
présente des caractéres antigéniques communs avec ceux de I'inter-a-trypsine-inhi-
biteur. La purification de ce constituant nécessite une étape de chromatographie
d'échange ionique sur DEAE-cellulose, mais le tampon utilisé pour |'élution de
l'inhibii"e}ur n'est pas précisé.

) Dans chacun des 80 mucus que nous avons étudiés, nous
avons pu mettire en évidence I'az-mocrog'lobuline, alors que RYLEY et coll. ( 1973)
ne la caractérisent que dans un mucus sur 30 . | _

De nombreux protéides sériques sont donc présents dans
I'expectoration d'un malade atteint de bronchite chronique. Nous verrons ultérieure-
ment ( paragraphe |.F.) les particularités observées pour certains de ces constituants

sériques.




1.D.2. Protéides révélés par des immunsérums anti-sécrétions

Nous avons utilisé plusieurs types d'immunsérums anti-

sécrétions.

1.D.2.a: Immunsérum de Chévre anti-lait

humain (Kallestad)

Quatre arcs sont révélés dans les extraits
de mucus (fig. 1.D.2.a.q). L'utilisation de‘ la technique dite du "tandem" (de
KROLL, 1968-1969) (voir partie technique p.T.8 en déposant en avant du dépdt -
de I'extrait de mucus une solution d'lgA colostral es purifiées (Fig. 1.D.2.a'- a et B)
permet |'identification de I'arc des lgA-globulines. Les arcs de la ﬁ]c-euglobuline‘ |
et de I'a] -antitrypsine sont identifiés avec des immunsérums spécifiques. Aprés
saturation de l'immunsérum avec du sérum humain (1 00 ul de sérum pour 500/..\! ‘
d'immunsérum) un seul arc subsiste. L'utilisation d'un immunsérum de Lapin anti-
lactotransferrine (Nordic) (fig. 1.D.2.a")nous permet de montrer qu'il s'agit d'un
constituant possédant des déterminants anﬁgéniqu‘es communs & ceux de la lacto-
transferrine. Nous I'appelleons cependant avec réserve transferrine bronchique ou
bronchot ransferrine (Br Tr) puisqu'une communauté antigénique entre deux cons-
tituants n'est pas un critére suffisant d'identité de deux molécules. Il faudrait
qu'aprés purification de la bronchotransferrine, étape délicate étant donnéela
complexité du milieu étudié, ce constituant ait -une masse molaire , une composition
en acides aminés et en sucres et enfin un "finger print" identique & ceux de la

lactotransferrine.

1.D.2.b. Immunsérum de Lapin anti-sali ve

de parotide humaine.

Nous avons préparé cet immunsérum chez
le Lapin (voir partie technique 1.14) avec de la salive de parotide humainé obfenu‘e
par stimulation. La salive est centrifugée pendant 10 minutes & 1 500° tours/minute,
dialysée  quatre jours contre de I'eau désionisée et lyophilisée. Cet immunsérum
révele quatre arcs dans l'extrait de mucus (fig. 1.D.2.b) L'amylase est identifiée par‘;
la révélation spécifique (technique de HIRSCH - MARIE et coll., 1964) (voir partie

technique T.19 ). Il ne s'agit pas d'une contamination par I'amylase de la salive :
q girp P Y
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a : Extrait de mucus bronchique.
B : "Tandem" ( voir partie technique p: T.8)
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Figure 1.D.2.0" : IMMUNOELECTROPHORESE B1DIMENSIONNELLE DE

L'EXTRAIT DE MUCUS AVEC L'IMMUNSERUM DE LAPIN

ANTI-LACTOTRANS FERRINE HUMAINE
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Figure 1.D.2.b : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DE

L'EXTRAIT DE MUCUS AVEC L' IMMUNSERUM DE LAPIN ANTI-SALIVE

DE PAROTIDE HUMAINE .
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Figure 1.D.2.c : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DE

L'EXTRAIT DE MUCUS AVEC L'IMMUNSERUM DE CHEVAL ANTI-SALIVE

TOTALE HUMAINE
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en effet dans des mucus endobronchiques obtenus chez des sujets trachéotomisés
sous aspiration continue, une activité amylasique a été décelée par la technique
de BERNFELD (1955) (voir partie technique p.T,18) et I'arc de I'amylase a été mis
en évidence avec un immunsérum de Lapin , spécifique de I'amylase.(Nordic)
Cet immunsérum révele également les IgA présentes
dans les extraits de mucus. Si I'immunsérum est saturé par du sérum humain (100\/.\],
de sérum pour 500 ul d'immunsérum) seul I'arc des IgA disparait. Les arcs D et F

n'ont pu &tre identifiés jusqu'a présent.

1.D.2.c Immunsérum de Cheval anti-salive humaine

totale (Kallestad).

Six ares sont révélés dans les extraits de mucus. La
saturation de l'immunsérum par du sérum humain (méme proportion que dans le
paragraphe précédent) n'élimine que |'arc de la B] c euglobuline. Les arcs B et C,

D et F ne sont pas identifiés. (Fig, 1.D.2.c )

[.D.2.d Immunsérum de Chévre anti-lysozyme humain

(Kallestad)

L'emploi de cet immunsérum en double dimension avec
les adaptations de temps et de sens de migration nécessaires, n'a pas donné de
résultats. Le lysozyme a néanmoins & té mis en évidence en immunoélectrophorése
simple en gel d'agar ( une heure de migration) dans la fraction 6 provenant de

gel-filtration d'un extrait de mucus.sur colonne de S 6B (paragraphe 1.E.6.,p:29)

1.D.2.e Immunsérums de Lapin anti-mucus bronchique

humain

Ces immunsérums ont été préparés au laboratoire. Deux

Lapins ont été immunisés avec les fractions de mucus obtenues suivant le protocole
indiqué sur le schéma ( 1.D.2.e ). Les immunsérums sont saturés par du sérum

humain total (dans les m&mes proportions que précédemment). Les diagrammesobtenus)

Fig.I.D.2. &) présentent 6 & 8 pics selon les concentrations d'immunsérums employées. |

Deux constituants sont facilement identifiés : I'amylase par la révélation spécifique,
la bronchotransferrine par une méthode voisine de celle décrite par PLATT et coll.

(1973) : en avant du dépdt, lors de la premidre dimension, nous incorporons dans

— e e wen e ame e cama e | wees v s val e Awm wEm e R s et S - M w  w— S o wmn o

% .Les arcs obtenus avec |'immunsérum lot n® 46 qui ne sont pas désignés par des *

_lettreés n'ont pas été mis en évidence dans tous les mucus étudiés avec cet

immunsérum.




10 ml de mucus
+10 g d'Ecteola-cellulose humide >

+20 ml de tampon PO'; 0, 01 M ,NaCl1 0,15 Mde pH 7,5

Agjtation 1 heure & 4°C

Centrifugation pendant 15 mn & 6 500 tours/mn

L

1+———) Surnageant dialysé et Iyophilisé

Fabrication de |'immunsérum
de Lapin lot n® |46

Culot |
+ 10 ml de tampon PO‘; 0,01 M, NaCl 0,5 M de pH 7,5
Agitation 30 mn & 4°C

Centrifugation pendant 15 mn & 6 500 tours/mn

‘-——'}Surnageonf dialysé et lyophilisé

Fabrication de I'immunsérum
de Lapin lot n° |45

% Ecteola-cellulose de capacité d'échange ionique 0,33 mEq/g. sec
équilibrée dans le tampon PO~ 0, 01 M, NaCl0,15MdepH7,5.
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Schéma 1.D.2.e : PREPARATION DES FRACTIONS DE MUCUS UTILISEES

POUR LA FABRICATION DES IMMUNSERUMS DE LAPIN ANTI- MUCUS

" BRONCHIQUE HUMAIN .
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' ( L'arc du composant C présente un dédoublement avec cet immunsérum )
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( Dans les deux diagrammes, le composant E apparaft sous la forme d'un
arc & double courbure. On peut noter la variation du rapport de ces deux

formes avec les deux immunsérums utilisés. )

Figure I.D.2.e : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DE Sm_

[

L' EXTRAIT DE MUCUS AVEC LES IMMUNSERUMS DE LAPINS ANTI-MUCUS

BRONCHIQUE HUMAIN .
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le gel de I'immunsérum antilactotransferrine qui élimine dés la premiére migration
électrophorétique | ’ antigéne éorrespondont; I'arc qui dans la deuxiéme dimen-
sion a disparu par rapport & la plaque témoin est celui de la bronchotransferrine. .

Dans le but de caractériser d'autres arcs nous avons
appliqué la technique de révélation spécifique des éstérases. Les arcs B et C R
d'ailleurs communs & la salive et au mucus, sont colorés. L'unde ces arcs corres-
pond sans doute & la kallicréine mise en évidence par ROUSSEL (1965). La carac-
térisation et |'identification des autres constituants (A, D, E, F) restent & faire
et leur réle biologique reste & découvrir.

Si les immunsérums anti-mucus épuisés par le sérum
humain total sont, de plus, épuisés par de la salive humaine totale lyophilisée
(& raison de 1 mg pour 100/\.\l d'immunsérum) tous les arcs disparaissent dans les
conditions de rapport antigéne/anticorps utilisées. Cette constatation tendrait &
démontrer qu'il n'existe pas de constituants antigéniques spécifiques de la sécré-
tion bronchique. Cette interprétation doit cependant &tre nuancée > Tout d'abord
sur le plan technique, il faut insister sur le fait que,plus des immunsérums sont
saturés, plus il est difficile de mettre des arcs en évidence en double dimension,
& cause de la coloration persistante du fond de la plaque. Ensuite, la qualité des
immunsérums obtenus peut aussi &tre mise en cause. |l serait nécessaire d'obtenir
d'autres immunsérums chez d'autres animaux, chez le Bouc notamment dont la

sensibilité des réponses immunclogiques est connue.

1.D.2.f Bilan des protéides de type sécrétoire

Dés 1963, BISERTE et coll. caractérisent dans la phase
soluble du mucus une glycoprotéine qui est antigéniquement assimilable & la
lactotransferrine récemment isolée du lait de Femme par MONTREUIL et coll. (1960
Ils mettent également en évidence la ﬁz-globuline salivaire. MASSON et coll.
(1965) identifient, en plus de la bronchofronsferrine, une B]—globuline salivaire,
une az—globuline salivaire, de I'amylase (dont ils attribuent la présence uniquement

&4 la contamination salivaire) et du lysozyme.

Des études menées plus récemment par RYLEY et coll.

(1972), sur la phase sqluble du mucus obtenue aprés ultracentrifugation, font état

% Voir partie technique p : T.21 .




de la bprésence d'une pro‘féine qui précipite en présence d'ions Ca++ décrite auparas
vant par GUGLER et coll. (1967) dans la salive humaine. Nous avons repris
leur protocole de préparation de ce constituant mais nous n'avons ensuite rien révélé
avec les immunsérums de Lapin anti-mucus. Dans le m&me article RYLEY et coll.
(1972) effectuent une étude comparative de la phase soluble de la salive humaine
totale (obtenue aprés une centrifugation & 50.000 g pendant 30 minutes) et la
phase soluble de I'expectoration (obtenue aprés une ultracentrifugtion & 120.000 g
pendant quatre heures). Leur étude porte sur dix malades. Ils emploient la technique
d'immunoélectrophorése bidimensionnelle avec un immunsérum de Lapin anti-pro-
téines bronchiques humaines. Les mémes protéides sécrétoires sont retrouvés dans
les deux liquides ; mais, & ['exception de |'amylase, les taux de ces protéides sont
plus élevés dans I'expectoration que dans la salive. Considérant qu'en moyenne
la contamination de |'expectoration par la salive ne peut dépasser 20 p. 100 (en
raison de la différence de viscosité de ces milieux) et que la concentration des
protéides sécrétoires n'est dans aucun cas trois fois plus élevée dans la salive
que dans le mucus correspondant, les auteurs en déduisent que tous ces protéides
de l'expectoration y compris ['amylase n'ont pas uniquement une origine salivaire.
Dans I'état actuel de notre étude, nous pouvons dire
que, parmi  les six arcs (A & F), quatre au moins (B, C, D et F) sont présents dans
la salive et dans I'expectoration . Nous nous proposons de continuer ce travail
d'identification sur des prélevements endobronchiques qui seront dépourvus de
contamination salivaire. Dans les prél@¢vements endobronchiques que nous avons
étudiés, seule la recherche de l'amylase avait été effectuée puisque nous ne

-

disposions pas encore, & cette époque, des immunsérums anti~sécrétions..

|.E. Fractionnement de |'extrait de mucus en gel-filtration :

Aprés action de I'Ecteola-cellulose, |'extrait de mucus
est dialysé 4 jours contre de I'eau désionisée ; 15 ml d'extrait (ce qui correspond &
5 ml de mucus) sont déposés sur une colonne (2,3 x 80 cm) de Sepharose 6 B.
L'élution est effectuée avec le tampon Tris 0,1 M NaCl 0,2 M de pH 8,0. Les
fractions recueillies ont un volume de 3,2 ml. La lecture de la densité optique &
278 nm est suivie d'une repérage des oses combinés par la méthode & l'orcinol sul-

furique adaptée & I'autoanalyseur Technicon. La courbe d'élution est représentée
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a : Diogramme d'élution de ia colonne de Sephorose 6B
f : Prédiffusion avec I'immunsérum de Lapin anti-sérum humaip total
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GEL-FILTRATION DE L 'EXTRAIT DE MUCUS SUR COLONNE DE SEPHAROSE &B
REPERAGE PAR LA TECHNIQUE DE PREDIFFUSION

Figure 1.E :




sur la Figure I.E.a. De plus, I'éluat chromatographique est étudié & I'aide de
la technique d'é¢lectroimmunodiffusion avec prédiffusion de ['antigéne : elle
permet un repérage rcpidedelc zone d'élution d'une protéine & I'aide de ses
caractéres immunologiques. Les immunsérums de Lapin anti-protéines sériques
(-B) et anti-lactotransferrine (-Y ) sont utilisés. L'amylase est repérée spécifi=u
quement, par la technique de BERNFELD (1955) appliquée & I'éluat chromato-
graphique. L'ensemble des résultats obtenus est indiqué sur la Figure 1.E.

Les fractions correspondant & chaque pic sont rassemblées et dialysées quatre

jours contre de |'eau désionisée puis lyophilisées.

I.E. 1. Etude de la fraction 1

/ Elle est riche en glucides combinés (courbe & I'or-
cinol de la Figure I.E.-a, p. 23 ). La poudre obtenue est étudiée en _élec—
trophorése en lames d'agarose (Fig. |.E.1.~ad) ; cette fraction exclue de
Sepharose 6 B contient des glycoprotéines de masse molaire élevée qui ne sont
pas retenues par |'Ectecla-cellulose dans le tampon employé paur I'extraction
des constituants du mucus.

Cette fraction 1 de Sepharose 6 B est déposée sur
une colonne (2,3 x 80 cm) de Sepharose 2 B dont la courbe d'élufidn est re-
présentée sur la Figure 1.E.1+B. La fraction exclue du gel correspond & des
composants de masse molaire élevée qui ne migrent pas en électrophorése en
lame d'agarose (mucoprotéines). La troisigme fraction de 1'éluat est composée
. de constituants protéiques de plus faible masse  molaire. La fraction 2
étudiée en élécfrophorése en lame d'agarose (Fig. 1.E.1.-Y ) présente les
cam;:férisﬁques de migration électrophorétique en lame d'agarose et d'affi-
nité tinctoriale des mucines neutres éludes de I'Ecteola~cellulose en NaCl 0, 1 M]
dans le protocole de préparation des mucines bronchiques de DEGAND (1972). /
La composition en acides aminés et en sucres de cette
fraction a été déterminée (Tableau [|.E.1.). Nous retrouvons les caractéris-
tiques de la composition en acides aminés de mucines : richesse en thréonine
et en sérine (31, 57 résidus p. 100), en glycocolle et en proline, pauvreté en
acides aminés basiques. Cependant nous trouvons 2 résidus pour 100 de demi-

cystine.
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PURIFICATION DES MUCINES NEUTRES

Figure 1.E.1.
ET ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS OBTENUES




ch!éau i.E.1.
COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE § 2B ( voir Figure 1.E.1. )

MUCINE NEUTRE

Composition en acides aminés % Composition glucidique * R

ASP 6,06

THR 18,12 " Fucose 17,0

SER 13,45 - Acide N-acétyl-neuraminique 1,9

GLU 7,18

PRO 8,31 | Galactose 23,2

GLY 9,28 \ | N-acétyl-glucosamine 17,4

ALA 2,07 N-acétyl-galactosamine 10,1

VAL 5,17

MET 1. /

ILE 2,28 Total sucres : 71,4 p,100 du poids sec

LEU 5,67 Total acides aminés .: 16,35 p.100 du poids sec

TYR 1,66 -

PHE 3,04

LYS 3,03 % Résultats exprimés en nombre de résidus povur 100 résidus
/et HIS 2,49
g\g:f;’ ARG 3,21 ® % Résultats exprimés en pourcentage de poids sec

.= 8T -
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La composition en sucres montre une richesse en fucose
(17 p. 100 du poids sec) et en galactose (23 p. 100),peu d'acide N-acétyl-neura-
minique (1,9 p. 100) et de sulfate (1,8 p. 100).

La fraction 1 de I'éluat chromatographique aprés gel-
filtration de l'exirait de mucus sur colonne de Sepharose 6 B contient des cons-

tituants de type mucine neuire.

1.E.2. Etude de la fraction 2 :

Les résul tats obtenus par la technique de
prédiffusion avec !'immunsérum de Lapin anti-sérum humain total (Fig. | .E .-B
p. 22 ) indique que cette fraction contient un composant majeur. L'étude de
la fraction 2 est représentée sur la Figure 1.E.2. L'électrophorése en lame
d'agar (-a et B) montre une fraction dans la zone des gamma-globulines. En doubl
dimension avec l'immunsérum de Lapin anti-sérum humain (- Y), deux consti-
tuants apparaissent en plus des IgA-globulines .lls sont identifiés & l'az—moc‘ro-
globuline et & I'haptoglobine sous forme de polyméres (bien visibles sur le gel de
polyacrylamide - &). L'utilisation de I'immunsérum de Lapin spécifique du fibri-

nogéne a permis de montrer que ce constituant est élué dans cette fraction 2.

|.E.3. Etude de la fraction 3 :

La majeure partie des protéides sériques
de l'expectoration est éluée dans cette fraction comme l'indiquent les résultats
obtenus par la technique de prédiffusion (Fig. 1.E. -Bip. 22 ). L'étude de la
Fraction 3 est représentée sur la Figure |.E.3.

En électrophorése en lame d'agar (—a'ef'
B) et en gel de polyacrylamide (- Y) la richesse de cette fraction est mise en
évidence. L'étude en double dimension avec I'immunsérum de Lapin anti-sérum
humain le confirme (- & ).(L'épaulemenf de l'arc de la sérumalbumine est vrai-
semblablement d0 & la lyophilisation). L'utilisation des immunsérums de Lapin
anti-mucus bronchique nous a permis de savoir que la majorité des protéides ré-

vélés par ces immunsérums se trouve également dans cette Fraction 3.

L'étude avec prédiffusion effectuée avec

I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine humaine (Fig. I.E.-Y; p. 22 )
montre la présence dans cette fraction de la bronchotransferrine que nous révé-

lons en double dimension (Fig. 1.E.-3 - €).

e



a : Electrophorése en lame d'agar ( AS )
B : Electrophorése en lame d'agar ( PAS )

Y : Immunoélectrophorése bidimensionnelle avec I'immunsérum

de Lapin anti-sérum humain total

& : Electrophorése en gel de polyacrylamide

Figure 1.E.2 : ETUDE DE LA FRACTION 2 DE L'ELUAT DE LA COLONNE

DE SEPHAROSE 6 B .




AS

PAS

TR T T R R LI T LT "‘LAZ»'\'.:;:‘.:;'.J

a,ATr

Alb

a : Electrophorése en lame d'agar ( AS )
B : Electrophorése en lame d'agar ( PAS )
y : Electrophorése en gel de polyacrylamide
& : Immunoélectrophorese bidimensionnelle avec I'immunsérum
de Lapin anti-sérum humain total

€ : Immunoélectrophoradse bidimensionnelle avec I'immypsérum
o)
de Lapin anti-lactotransferrine @

Figure 1.E.3 : ETUDE DE LA FRACTION 3 DE L'ELUAT DE LA COLONNE

DE SEPHAROSE 6 B .
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|.E.4. Etude de la fraction. 4

Le repérage de l"_c_:“ctivifé amylasique
effectué sur I'éluat chromatographique (Fig. I.E.-a; p. 22 ) indique que |'amy-
lase est contenue dans cette fraction. La Figure |.E.4 représente |'étude de la
Fraction 4. D'aprés l'analyse électrophorétique en lame d'agar (-a et ), I'amyla-
se en est le constituant principal. L'immunoélectrophorése est effectuée avec
'immunsérum de Lapin anti-mucus bronchique, lot n°46 (- Y) (qui révale ici
essentiellement l'amylase) et avec un immunsérum de Lapin anti-amylase sali-
vaire (Nordic) -(-8) . En gel de pblyocrylomide (- €) les quatre isoamylases

sont mises en évidence,

|.E.5. Etude de la fraction 5 :

La technique avec prédiffusion effectuée
avec l'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine (Fi'g. I.E. =Y ; p. 22 ) nous
permet de mettre en évidence dans cette fraction un constituant présentant des
caractéres antigéniques communs avec ceux de la lactotransferrine du lait.(La
quantité de poudre obtenue pour cette fraction est hélas trés Fcib‘le). Nous revien-

drons ultérieurement (paragraphe I.F.5; p. 36 ) sur cette observation.

I.E.6. Etude la fraction 6 :

Le lysozyme est le constituant majeur de
cette fraction dont I'étude est représentée sur la Figure 1.E.6. 1l est caractérisé
pcnr'scl migration électrophorétique en lame d'agar : coloration & I'"Amidoschwaiz
(~a), absence de coloration par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique (-8
il est également identifié par ses caracteres antigéniques (- Y). L'absence de
sucres est contrélée en cEromqfogrcphie en phase gazeuse. La composition en
acides aminés a été déterminée'(Tobleau 1.E.6.). Nous avons égdlement fait
figurer dans ce Tableau, la composition en acides aminés du lysozyme de sécrétion
bronchique humaine isolé par DELBART (1972), la composition en acides aminés
.du lysozyme isolé de kirmes humaines et du lait humain (JOLLES et coll., 1967),
de la salive humaine (PETIT et coll., 1963 -a) et du placenta humain (PETIT et
col‘l., 1963, b).

La composition du lysozyme que nous
avons isolé de la sécrétion bronchique, présente les mémes caractéristiques que

celles des lysozymes des autres sécrétions : richesse en acides aminés dicarboxy-
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a : Electrophorése en lame d'agar ( AS )

B : Electrophorése en lame d'agar ( PAS )
Immunoélectrophor2se avec |'immunsérum de Lapin :

Y : anti-mucus bronchique humain ( lot n®46)

8 : anti-amylase salivaire humaine

€ : Electrophorése en gel de polyacrylamide.

Figure I.E.4 : ETUDE DE LA FRACTION 4 DE L'ELUAT DE LA COLONNE -

DE SEPHAROSE 6 B.
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a : Electrophor2se en lame d'agar ( AS ) 2 heures de migration
B : Electrophorése en lome d'agar ( PAS )

Y : Immunoélectrophordse de 2 fractions 6 de mucus différents avec

I'immunsérum de Chavre anti-lysozyme humain (1 heure de migration)

Figure 1.E.6 : ETUDE DE LA FRACTION 6 DE L'ELUAT DE LA COLONNE
DE SEPHAROSE 6 B .
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Tableau 1.E.6.

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU LYSOZYME DE QUELQUES SECRETIONS HUMAINES

Acide Sécrétion bronchique Larmes Lait Salive Placenta
aminé ® x ;
Fraction 6 | (DELBART, (JOLLES ¥ (JOLLES ® (PETIT ¥ (PETIT®
1972 ) et coll,,1967) et coll.,1967) | et coll.,1963-a}et coll., 1963-b)
ASP 12,53 17,53 13,02 12,5 14,5 13,7
THR 4,49 4,46 3,87 4,15 4,84 5,64
SER 7,26 6,54 4,47 4,92 4,84 6,85
GLU 8,81 9,19 7,29 7,14 7,28 8, 06
PRO 3,54 2,10 2,22 1,90 2,42 3,22
GLY 10, 41 10,56 9,43 9,11 10, 4 10, 48
ALA 10,28 12,57 9,51 9,51 9,7 9,68
VAL 6,04 7,10 4,92 5,48 5,64 5,64
CYS/2 4,05 0, 84 4,19 4,91 4,84 3,22
MET 1,28 0,83 1,53 1,25 0,81 1,21
ILE 4,27 3,93 3,10 3,26 3,22 3,22
LEU - 6,59 6,73 5,76 6,21 6,45 6,45
TYR 4,22 4,63 4,03 4,39 4,03 4,03
PHE 2,11 1,52 1,13 1,57 1,61 1,61
LYS 4,58 4,29 3,51 3,31 3,63 4,43
=Y HIS 1,40 0,86 0,81 0, 81 0,81 0, 81
ARG 8,15 9,80 9,11 9,4 8,87 8,87

% Les compositions en acides aminés exprimées par les auteurs en nombre de résidus par mole ont été converties en nombre de

résidus pour 100 résidus .
%% Les résultats sont exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus d'acides aminés dosés.

-1 -
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liques (acide aspartique, acide glufamiqUe); richesse en alanine, en leucine, en
acides aminés basiques ( lysine et arginine). Nous trouvons un pourcentage de résidus
de demi-cystine (4 résidus pour 100) qui est plus proche de celui généralement
trouvé par les autres auteurs (4 & 6 résidus pour 100) que celui trouvé par DELBART.
Cette différence est peut-&tre due au fait que la méthode choisie par DELBART pour
la désorganisation du réseau fibrillaire du mucus bronchique consistait en une

réduction par le mercapto-éthanol.

[.F. Particularités de certains constituants du mucus bronchique

I.F.1. Les IgA-globulines des sécrétions bronchiques

MASSON et coll. (1966) établissent, gréce & l'ultracen-
trifugation que les sécrétions bronchiques contiennent une forme d'IgA ayant ure mas-
se molaire élevée(constante de sédimentation 11 S). Cependant ces auteurs précisent
que prés de 20 p. 100 des igA bronchiques sont des monoméres 7 S. Ce type d'étude
a été repris vitérieurement par NEWCOMB et coll. (1969) qui ont analysé les propor-
tions relatives d'IgA 11 S et d'IgA 7 S dans sept mucus x D'aprés ces auteurs, 23p.100
des IgA du mucus au maximum sont sous forme 7 S. Nous n'avons pas essayé de redéfi-
nir cette proportion, mais nous avons mis en évidence |'hétérogénéité des IgA (voir
électrophorése en gel de polyacrylamide p. 7 . Cette expérience est confirmée par
I'étude avec prédiffusion effectuée sur I'éluat chromatographique de la colonne de
Sepharose 6 B ( Fig. 1.E~B) : des IgA sont éluées dans la fraction 2 et dans la frac-
tion 3; elles ont donc des masses ~ molaires différentes. |

Les connaissances que nous avons actuellement sur la struc-
ture des IgA sécrétoires résultent essentiellement de travaux effectués sur les sécré-
tions colostrales. En 1965, TOMASI et coll. définissent dans les IgA colostrales le
composant sécrétoire SC. HAVEZ et coll. (1966) caractérisent dans la sécrétion
bronchique ainsi que dans les sécrétions salivaires, gastriques, colostrales et intesti-
nales un déterminant antigénique particulier aux IgAs qu'ils uppellen‘f chaine a,.
Depuis, de nombreux travaux sur les IgA colostrales ont montré que les 1gA de sécré-
tion sont des diméres d'IgA 7 S qui comportent outre le composant sécrétoire SC, la
chafne de jonction J découverte en 1970 par HALPERN et coll.

% Les auteurs homogénéisent les mucus dans un homogénéiseur aprés avoir ajouté un
“volume égol de NaCl 0, 15M additionné d'EDTA. Un traitement par le rivanol est
effectué ensuite, et l'ultracentrifugation est faite sur le surnageant obtenu aprés

une centrifugation & 10 000 tours/minute pendant 30 minutes.
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Avucune étude structiurale n'a encore été menée & bien
sur les IgA bronchiques : la difficulté de préparation en est la cause principale.
Les études conduites en ultracentrifugation (MASSON et coll., 1966) permettent
de penser que les IgA bronchiques résultent du mé&me assemblage moléculaire que
les IgA colostrales. Les techniques immunologiques que nous utilisons ne nous ont
pas permis jusqu'a présent de mettre en évidence le composant sécrétoire libre dans
un extrait de mucus : le potentiel de synthése du SC par I'épithélium bronchique
serait-il entizdrement utilisé pour former les IgA de type sécrétoire ? MELCIC] et
coll. (1971) pensent que les IgA sécrétées par la muqueuse bronchique endommagée
des bronchiteux chroniques & un stade avancé ne contiennent plus de composant

sécré toire SC.

I.F.2. E_'ct]-anfifrypsine du mucus

Dés 1971, nous avions remarqué que, parmi les arcs
révélés en double dimension avec I'immunsérum anti-protéines sériques, un cons-
tituant apparaissait sous la forme de deux courbes de précipitation de point iso-
électrique différent (LEBAS, 1971). Au cours de l'identification des différenteﬁ
plages de précipitation, nous avons pu attribuer cet arc, & double courbure &
I'a]-anfifrypsine (HAVEZ et coll., 1973) (Figure l.LF.2za), || ne pouvait s'agir de
la séparation des variants génétiques étant donné que les phénotypes ne sont pas
différenciés dans cette technique. HOCHSTRASSER et coll.(1972)ont également
identifié deux formes d'a]-cntitrypsine dans les sécrétions bronchiques infectées.

_ A de rares exceptions prés (2 sur 80 mucus) I a ~anti-
trypsine apparait sous la forme d'un arc & double courbure dans les extraits de
mucus que nous avons étudiés alors que RYLEY et coll. (1973) ne rencontrent ce
phénoméne que dans 50 p. 100 des cas. Nous avions tout d'abord pensé que la
forme de mobilité électrophorétique la plus faible pouvait &tre due & une désia-
lidation de la molécule d'c]—anf.itrypsine;on compte 6 moles d'acide sialique par
molécule (SCHULTZE, 1966 ). Or, la présence de neuraminidase bactérienne,
dans un mucus est tréds vraisemblable. Nous avons donc, avec |'aide de Madame -

HOUDRET, fait agir lo neuraminidase de Diplococcus pneumoniae :

1) sur un extrait de mucus contenant les deux formes d'a] -antitrypsine
2) sur un extrait de mucus ne contenant que la forme d'a] -antitrypsine

la plus rapide dans le but d'observer un éventuel ralentissement de sa migration élece




a : Fraction soumise & la chromatographie d'affinité.

B : Fraction F.1. non retenue sur la colonne de "Sepharose-trypsine".
P ypP

Y : Fraction F.2. retenue sur la colonne de "Sepharose-trypsine" et

dont |'élution peut étre obtenue par un tampon acide.

Figure 1.F.2, : IMMUNOELECTROPHORESES BIDIMENSIONNE1LES

EFFECTUEES AVEC L'IMMUNSERUM DE LAPIN SPECIFIQUE DE

L'a,~ANTITRYPSINE,

Litid
4
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trophorétique. Lesvrésultots ont été les suivants : dans 'expérience 1) les deux
formes se sont déplacées vers la cathode en restant dans le méme rapport ; dans
I'expérience 2) on n'observe toujours qu'une seule forme qui devient également plus
cathodique. L'explication de I'arc & double courbure de I'a]—cmfitrypsine par une
désialidation partielle ne peut &tre retenue.

Dans le sérum de Chien, OHLSSON ( 1971-a, 1971-b ) met
en évidence la formation in vitro d'un complexe a]—anfifrypsine - protéases leuco-
cytaires caractérisé en immunoélectrophorése bidimensionnelle.

Nous avons repris ce type d'expérience en ajoutant de la trypsine
- & un sérum humain : nous provoquons la formation de la plage de précipitation la
plus cathodique de l'a] ~antitrypsine, Ces expériences ont également été réalisées
par HOCHSTRASSER et coll. (1973-c ). Nous avons donc pensé que, dans le mucus
bronchique, la forme d'a] -antitrypsine de migration électrophorétique la plus lente
pouvait &tre due & un complexe a -antitrypsine-protéase ( dénomination restant trés
générale ). La séparation de ces deux formes de mobilité électrophorétique différente
a donc été entreprise ( LEBAS et coll. , 1973 ) sur une colonne (1 x 18 cm) de
Sepharose 4 B couplée & la trypsine selon la technique de CHAUVET et coll. (1972)
( voir partie technique p : T.21).
20 mg de la Fraction 3 obtenue par gel-filtration sur Sepharose 6 B sont dissous dans
2 m| de tampon acétate de sodium 0,1 M de pH 4,0 contenant 0,3 M NaCl et 0,01 M
CaCI2 et déposés sur la colonne. Le lavage de la colonne par ce méme tampon
permet de recueillir une fraction F.1. Le passage d'un tampon acide HCI1 0,1 N ,
NaCl 0,5 M, CaC l2 0,01 M de pH '1,2 permet d'éluer une seconde fraction F.2,
qui est de suite neutralisée par dialyse contre un tampon Tris 0,1 M, NaCl 0,2 M
de pH 8,0, L'étude en double dimension de ces deux fractions ( F.1. et F.2., ) avec
I'immunsérum de Lapin spécifiqtje de l'a] -antitrypsine donne les diagrammes représen-
tés sur la Figure 1.F.2. La Fraction F.1. correspond & |'ensemble des protéides non
retenus sur la colonne; I'a]—anfifrypsine présente dans cette fraction est sous la forme
de mobilité électrophorétique la plus faible ( Figure I.F.2.-B). La Fraction F.2.
contient la forme d'a] -antitrypsine de mobilité électrophorétique la plus grande
(Figure 1.F.2-Y ) : cette forme est donc encore capable , d'aprés cette expérience, de
se lier & la trypsine. Cepehdcnt nous n'avons encore jamais réussi , dans un mucus, &
modifier le rapport entre les deux formes d'a] -antitrypsine par addition de trypsine

a l'extrait de mucus.




1.F.3, Glycoprotéines de point isoélectrique modifié

\ Certaines glycoprotéines telles l'a]*gl)'lcoproféine
‘acide, I'a.l zantichymotrypsine, |'haptoglobine ont un comportement électrophoré-
tique différent de celui qu'elles ont dans le sérum : ceci confirme I'impossibilité
de ne se fier qu'aux seuls critéres de mobilité &lectrophorétique pour I'identifica~
tion des composants du mucus et I'intérét de I'emploi de méthodes immunologiques.
Ce phénoméne de ralentisseme nt de migration électrophorétique pourrait ére attri-
bué & I'élimination d'une certaine quantité d'acide sialique consécutive & I'action
d’une neuraminidase pfésenfe dans le mdc_us et d'origine microbienne. Lorsque nous
avons fait ayir la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae sur I'extrait de mucus
(paragraphe 1.F.2 ) et effectué les immunoélectrophoréses en double dimension avec
le; immunsérums de Lapin spécifiques de I'haptoglobine et de l'ct.I -glycoprotéine
acide, nous avons pu voir qu'aprés un temps d'incubation prolongé (2 heures et plus)
les arcs correspondant & ces glycoprotéines se situaient & peu prés au niveau du
dépdt : nous pouvons donc penser que dans le mucus od nous assistons & un ralentis-
sement de la migration électrophorétique de ces glycoprotéines, ce phénomene

peut &tre d0 & une désialidation partielle des molécules.

|.F.4. Protéides de masse molaire élevée.

Parmi les composants d'origine sérique identifiés, il est

" surprenant de trouver des protéides de masse molaire élevée tels que les IgM ( de
masse molaire voisine de 900 000 g ) et l'a2—macrog|obuline ( de masse molaire

820 000 g ). En effet, si |'on admet que la présence des protéides d'origine sérique
dans le mucus bronchique est doe & un phénoméne de transsudation au niveau de lo
bronche, on ne comprend pas comment peuvent transsuder des molécules de si grande

taille. 1l faudrait donc admettre qu'il existe des mécanismes de transferts actifs.

I.F.5. Bronchotransferrine

Lors du repérage par la méthode de prédiffusion avec
I'immunsérum de Lopin anti-lactotransferrine ( Nordic ) appliqué & I'éluat chrpmuto-,;

graphique de la colonne de Sepharose 6 B ( Figure LE. p :22 ), deux zones d'élu-




26p100 «“— 4p100

Tehnique associant une électrophorése en " Gradipore” (gradient de polyacrylamide
de 4 4 26 p.100) & une 2i¢me dimension en agarose & 1 p.100 contenant de I'immun-
sérum de Lapin anti-lactotransferrine humaine appliquée & :
| a: Fraction 3 de I'éluat de S 6B
B : Fraction 5 de I'éluat de S 6B
Y : Solution riche en lactotransferrine

Immunoé lectrophorése avec I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine de :
& : Fraction 3 de I'éluat de S 6B : @
€ ¢ Fraction 5 de I'éluat de S 6B \&:

Figure 1.F.5. : ETUDE DES PARTICULARITES DE LA BRONCHOTRANSFERRINE

HUMAINE .
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tion sont observées au niveau des fractions 3 et 5. Deux hypothéses peuvent &tre
envisagées pour expliquer cette observation. Tout d'abord, il pourrait s'agir,
dans la fraction5 d'une forme dégradée de bronchotransferrine. En effet, la zone -
d'élution de la fraction 5 correspond a celle de constituant de plus faible masse
molaire (M: 20 & 30.0009400 ntre 50 & 1.00.000 pour la fraction 3). Nous avons
donc tenté de vérifier cette hypothése. Seule peut &tre utilisée une technique
dans laquelle l'identification par les caractéres immunologiques est possible. En
effet, la bronchotransferrine n'est pas le seul constituant ni de la fraction 3, ni
de la fraction 5. Ainsi la technique en gel de polyacrylamide en milieu SDS n'est
pas utilisable puisqu'une deuxigme dimension en immunoélectrophorése n'est plus
réalisable. Nous avons donc employé une technique proche de la technique
d'immunoélectrophorése bidimensionnelle. La premigre dimension est effectuée

en électrophorése sur plaque de Gradipore (%) (gradient de polyacrylamide de 4 &
26 p. 100, en tampon véronal de pH 8,6 ; 48 heures sous*vune différence de poten-
tiel de 4 volts/cm aux bords du gel) ; puis la deuxiéme dimension est classique
dans un gel d'agarose & 1.p. 100 contenant de I'immunsérum de Lapin anti-lacto-
transferrine. Les fractions3 et 5 sont étudiées dans cette technique comparativemen
& une solution riche en lactotransferrine (Fig. 1.F.5=, a, B,Y ). Cette solution
riche en lactotransferrine est obtenue & partir du précipité 2,0 - 4,0 M en
sulfate d'ammonium a pH 7,0 du lactosérum, traité selon la méthode de cristalli-
sation préconisée par HAUPT et coll. (1973) : la fraction ainsi p réparée contient
essentiellement de la lactotr-ansferrine, un peu de complexe lactotransferrine -
composant SC et des traces de sérumalbumine.

Dans la fraction 3, on trouve deux constituants présentant
des caractéres antigéniques communs avec ceux de la lactotransferrine : I'un de
masse molaire.- . identique & celle de la lactotransferrine témoin, I'autre migre -
plus loin dans le gradient de polyacrylamide. Dans la fraction 5, seul un consti-
tuant de masse molaire  : correspondanted celle de la lactoiransferrine témoin
est mis en évidence : la bronchotransferrine éluée dans cette fraction n'est donc

pas une forme dégradée de bronchotransferrine,

() Labo - Moderne
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La deuxie@me hypothése , pour expliquér le comportement
particulier de la bronchotransferrine en gel-filtration, est la formation d'associa-
tion entre la bronchotransferrine et d'autres constituants. DESCAMPS (1974) a
montré que la lactotransferrine humaine peut se complexer avec des glycopepfides
de lait ( c'est sous cette forme qu'elle existerait & 1'état natif dans le lactosérum ).
Ainsi associée,la lactotransferrine n'a pas le m&me comportement que la lacto-
transferrine purifiée en chromatographie de gel-filtration. De méme , elle
posséde une mobilité électrophorétique en lame d'agar & pH 8,2 beaucoup plus
grande que la lactotransferrine purifiée. Or , pour la bronchotransferrine, nous
observons en immunoélectrophorése en lame d'agar @ pH 8,2 ( Figure I.F.5.)
avec |'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine deux arcs de précipitation
que ce soit dans la fraction 3 ( -8) ou dans la Frcéfion 5 ( -¢€) de I'éluat de la
colonne de Sepharose 6 B . L'arc qui posséde une migration plus anodique pour-
rait correspondre & la bronchotransferrine associée & des glycopeptides. 1l pourrait
s'agir, dans le mucus bronchique, de glycopeptides provenant de la dégradation
des mucines bronchiques , par exemple, dont la proportion serait différente dans

la fraction 3 et dans la fraction 5 .

I.G. Application de la technique de double dimension & |'étude de

la sécrétion bronchique de quelques cas particuliers :

Les études que nous avons effectuées ont essentiellemen t porté
sur des mucus de malades atteints de bronchite chronique. A l'aide de la technique
d'électrophorése en gel de polyacrylamide nous avons déja pu constater les va-
riations qui existent d'un mucus & l'autre. A l'aide de la technique d'immuno-
électrophorése en double dimension ces variations sont encore plus nettes. En
effet, cette technique apporte un aspect qualitatif et semi quantitatif global inté-
ressant pour définir I'aptitude fonctionnelle de la muqueuse d'un sujet. Nous
avon’s effectué une comparaison des diagrammes que nous obtenons pour différen-
tes sécrétions bronchiques particulidres, en double dimension en utilisant I'im~-
munsérum de Lapin anti-protéines sériques humaines. Dans la mesure ob les dépdts
effectués correspondent & une méme quantité de mucus et od l'on inclut dans le

gel la méme quantité du méme immunsérum, des comparaisons quantitatives peu~




vent étre faites.

I.G.1. Sécrétion bronchique du fumeur :

Nous appelons "sécrétion normale"” ou "témoin", cette |
sécrétion d'un sujet dont les mécanismes de défense bronchopulmonaire sont encore
puissants : en effet, la fraction majeure d'IgA témoigne de l'activité de synthese de
la muqueuse bronchique du sujet (Fig. 1.G.1'). La pauvreté du diagramme en ce
qui concerne les protéines sériques montre que la filtration des constituants plasma-
tiques est encore bien contrdlée par la muqueuse. La simplification du diagramme
par rapport & celui du mucus d'un bronchitiquechronique est trés nettement mise en
évidence dans cette tec hnique ; pour rendre la comparaison plus aisée nous avons
fait figurer (Fig. 1. G.1'"") la plaque obtenue avec le mucus d'un breachitique chro-
pique effectuée avec la méme quantité d'extrait et la m&me quantité d'immunsérum
que pour la plaque du mucus de fumeur. La variation du rapport des surfaces de pré-

cipitation des IgA et de la sérumalbumine est trés remarquable.

1.G.2. Sécrétion bronchique d'un malade atteint de cancer bron-

chiolo-alvéolaire (Fig. 1.G.2.) :

La teneur en protéines sériques de cette sécrétion est ‘fras
élevée;elle atteint environ 1/10 du taux de protéines du sérum. La transsudation
est trés importante ; si I'on.considere le volume qui peut étre expectoré par le ma-
lade en 24 heures (500 ml), la perte protéique du sujet atteint un taux trés élevé,
Par contre, la synthése locale est trés déprimée ; I'arc des IgA est peu important

par rapport & ceux des autres constituanfs.

I.G.3. Sécrétion bronchique d'un malade présentant un déficit

en IgA :

Avec la technique d'immuno-électrophorése bidimensionnellq
on peut facilement déceler des déficits en IgA. Parmi les mucus que nous avons
étudiés, deux cas de déficit total en IgA ont été rencontrés. Sur la Fig. 1.G.3. .

I'absence totale de l'arc des IgA est facilement visualisée,

1.G.4. Sécrétion bronchique d'un malade présentant un déficit

partiel en a,-antitrypsine :

Le déficit partiel en ay -antitrypsine peut &tre également

objectivé par cette technique. Ce déficit en a, -antitrypsine est particuligrement J(




- 4] -

IgA Alb

———

R BT T

( Immunsérum de Lapin anti-sérum humain total )

Figure 1.G.1' : SECRETION BRONCHIQUE D'UN SUJET FUM_E‘QR_.
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Figure 1.G.2 : SECRETION BRONCHIQUE D'UN MALADE ATTEINT

DE CANCER BRONCHIOLO-ALVEOLAIRE .
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Figure 1.G.3 : SECRETION BRONCHIQUE D'UN MALADE PRESENTANT
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gom)

_Immunoélectrophorgses bidimensionnelles avec = . . = .
a : l'immunsérum de Lapin onﬁ-a]-antifrypsin'e humaine

B : l'immunsérum de Lapin anti-sérum humain total
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Figure 1.G.4. :. SECRETION BRONCHIQUE D'UN MALADE

PRESENTANT UN DEFICIT PARTIEL EN - ANTITRYPSINE

( Sujet hdmozygofe ZZ )
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intéressant & meHre-en évidence dans la sécrétion bronchiqﬁe, car il a été
prouvé qu'un sujet adulte, présentant un déficit héréditaire en a, -antitrypsine
( homozygote ZZ ) avait une grande probabilité de développer un emphyséme
- pulmonaire trés grave ( KUEPPERS et coll. , 1974 ). Pour obtenir en double
dimension avec |'immunsérum de Lapin spécifique ( Fig. |1.G.4-a) un pic
visible d' a]—ontifrypsine lors de I'étude du mucus d'un sujet homozygofe ZZ
il faut concentrer dix fois I'extrait de mucus ; d'autre part, une seule forme
d'a,-antitrypsine est observée, la forme de mobilité électrophorétique la plus

rapide.




1. ESTIMATION QUANTITATIVE DES IGA ET DE LA SERUMALBUMINE

DANS LE MUCUS BRONCHIQUE HUMAIN

I1.A. Méthode de dosage

11.B. Homogénéisation du mucus

I1.C. Caractéristiques du mucus homogénéisé
I1.D. Etape d'échange ionique

I1.E. Dosages des IgA-globulines et de la sérumalbumine

du mucus bronchique humain
I1.F. Etude critique des dosages

I1.G. Premigres corrélations entre études rhéologiques et
biochimiques et fonction d'épuration de la sécrétion

bronchique




Le bilan de nos connaissances sur les constituants protéiques de la
sécréfion bronchique nous a permis de constater des variations individuelles imporranrg
mais il faudrait pouvoir les quantifier. Nous avons cherché & mettre au point un
protocole de dosages qui permettrait de mieux connaftre les rapports existant entre
la composition biochimique de la sécrétion et lespropriétés physico-chimiques qui
conditionnent la qualité d'épurateur bronchique. D'autre part, il semblait intéressant
de tenter d'établir une corrélation entre la tendance & I'infection chez certains
sujets et une éventuelle perturbation des IgA sécrétoires auxquelles on peut rattacher
un réle dans la défense immunitaire (WALDMAN et coll., 1974). La teneur en IgA
de la sécrétion bronchique pourrait donc &tre un paramétre intéressant & connafitre,
comme un reflet de I'activité de synthese de la muqueuse bronchique.

I1a, en effet, été¢ démontré que la sruclurationdes IgA sécrétoires est
assurée tout au long de l'arbre respiratoire (COUTURIER et coll, 1973, BRANLTZAEG
1974) : les dim&res d'IgA avec la chaihe J sont synthétisés par les plasmocytes sub-
épithéliaux et le composant SCest produit par les cellules épithéliales des alvéoles
et de la sous-muqueuse trachéo~bronchique.

D'autre part, la sérumalbumine @ été choisie comme témoin de la
transsudation plasmatique. |

Les dosages d'IgA et de sérumalbumine ont été effectués par électro-
immunodiffusion. Qu elques adaptations ont d§ étre faites & cause de la nature du
milieu sur lequel nbu; travaillons. Il now a fallu également préparer des gammes
étalons qui correspondent aux protéides & doser. .

Cependant, le probléme principal auquel nous avons été confrontée est
celui de la volumétrie : il est impossibie de prélev.er w échantillon volumétrique
correct dans un liquide hétérogéne et visqueux. Or, nous voulions que ces dosages
soient effectués & partir d'une faible quantité de mucus (1 ml), pour pouvoir I'appli-
quer aussi bien aux expectorations limi#esd'un asthmatique en crise qu'aux expectora-
tions abondantes d'un bronchitique chronique ou d'un malade atteint de cancer bron~
chiolo-alvéolaire.

Dans tous les cas, I'hétérogénéité du milieu est telle.que des variations
importantes des taux de proféihes dosées peuvent 8tre observées dans des échantillons
de 1 ml prélevés en des points différents au sein d'une méme expectoration (VOISIN

et coll., 1973). Nous avons donc été dans |'obligation de mettre au point un proto- F
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cole d'homogénéisation du mucus permettant de résoudre les problémes posés par

I'hétérogénéité de la sécrétion bronéhique.
Une des particularités des IgA bronchiques étant de s'associer étroi~
tement aux mucines (DEGAND, 1972) le probléme de ces interactions devait donc

également &tre résolu.

i1. A. Méthode de dosage

La méthode de dosage. par électroimmunodiffusion ou méthode des
"rockets') est simple, rapide et reproductible (WEEKE, 1973). Le principe est le
méme que celui de 'immunoélectrophorése bidimensionnelle : c'est~a-dire que
['on fait migrer des antigénes dans un gel d'agarose contenant des anticorps. L'uti-
lisation d'un immunsérum monospécifique est nécessaire et une gamme étalon de
titre connu en antigéne doit €tre préparée. Quelques adaptations ont dU &tre faites
& la technique originale pour qu'elle soit applicable & la sécrétion bronchique :
les dépdts sont plus espacés (7 mm au lieu de 5 mm)., |2 voltage appliqué est plus
faible, ce qui augmente la durée de migration. En effet, les migrations en rockets
& haut voltage que nous avons pu faire sur des extraits de mucus ne donnaient pas

de pics nets de précipitation. Il faut également trouver les concentrations en an-

ticorps convenables pour obtenir des pics mesurables.

l1.A.1. Préparation des gammes étalons

[I.A.1.0a Gamme de sérumalbumine

La gamme étalon est réalisée & partir d'un sérum stan-
dard Behring dont le taux en sérumalbumine est connu (sérum standard Behring
ORDT 570 AM, 4180 mg/100 ml). Desdilutions au 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000
et 1/4000 sont faites et correspondent donc & des concentrations en sérumalbumine

de 20,9 ;8,3;4,18;2,09 ;1,04 mg/100 ml.

H.A.1.b. Gomme d'igA

Il a déja ét& démontré (MASSON et coll., 1966,
HAVEZ et coll., 1966) que les IgA rencontrées dans le mucus bronchique et dans
la muqueuse bronchique sont essentiellement des IgA 11 S. Il est donc nécessaire
d'effectuer les dosag es par rapport & une gamme d'lgA sécrétoires 11 S, car dans

la technique d'électro-immunodiffusion la taille moléculaire de l'antigéne que

I
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I'on fait migrer influe sur la hauteur du pic de précipitation obtenu. Nous
reviendrons ultérieurement sur cette question.

La gamme étalon d'IgA 115 est coﬁs’rituée par une
solution d'IgA colostrales humaines convenablement diluée. La préparation des
IgA colostrales ( HAVEZ et coll., 1973 ) est une modification de la méthode
préconisée parMUH (1966) qui était déja une adaptation de la méthode de
MONTREUIL et coll. 1960-b). Nous avons éliminé tout passage de la solution
d'lgA en milieu acide susceptible d'introduire une modification de structure d'une
partie des IgAs dissociables en milieu acide ( MUH, 1966 ). La lyophilisation
est évitée, car elle modifie la constante de diffusion des IgAs en milieu gélifié :
elle provoque en effet une polymérisation. De toute fagon, la poudre obtenue
aprés lyophilisation n'est que partiellement soluble. Le protocole de fraction-

nement du lait est le suivant :
100m| de lait colostral sont délipidés par centrifugation & 10 000

tours/minute pendant 30 minutes dans une centrifugeuse refroidie & 4°C. Le
lactosérum est ensuite amené & 33p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium
‘avec une solution saturée de sulfate d'ammonium. Le pH est maintenu & 7,0.
Aprés 16 heures & 4°C, le mélange est centrifugé & 4°C pendant 30 minutes a
10 000 tours/minute. On recueille la solution surnageante qui est ajustée & 50
p.100 de saturation en sulfate d'ammonium. Aprés 16 heures & 4°C, le brécipité
est recueilli par centrifugation, dissous dans |'eau désionisée. La solution est
dialysée 3 jours 8'4°C contre de l'eau désionisée. Elle est ensuite concentrée
sur un appareil Diaflo, sous pression d'azote (membrane UM 2).Les IgA sont
séparées des protéines cje pius faible taille moléculaire par chromatographie sur
colonne (2,6 x 100 cm) de Sephadex G 200 en tampon Tris 0,1M , NaCl 0,2M_
de pH 8,0 contenant 0;'02 p.100 d'azide de sodium ( Fig. 11.A.l.b-q). Les

IgA de sécrétion exclues.du gel de Sephadex G 200 sont recueillies, dialysées
et concentrées, puis purifiées par chromatographie sur colonne de Sepharose 6 B
(2 x 75 ecm) équilibrée dans la m&me solution tamponnée (Fig. 11.A.1 .b—ﬁ).y On
élimine ainsi une fraction de masse molaire élevée, tandis que les IgA sont
identifiées dans une fraction majeure faiblement retardée. La solution obtenue
est dialysée puis concentrée sur appareil Diaflo jusqu'a une concentration de

'ordre de 5 & 7 mg/ml.

Son étude  immunoélectrophorétique est effectué

avec différents immunsérums de Lapin (Fig.11.A.1 .b):anti-chathe a (¥}, anti-
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a: Gel-filtration sur colonne de G 20«

~ __DO&278nm

100 l 200 ' ml

B : Gel-filtration sur colonne de S 6B
—DO a 278nm

L - ' - L LJ L4 4 I
100 200 » , 400

Immunoélectrophorése de la fraction 2 de S 6B avec les immunsérums

de Lapin :
¢ anti-chathe a
s anti-sérum humain total

: anti-lgAs ' @

¢ anti-lait humain total

VN o on <

Figure HI.A.1.b. : PURIFICATION DES IGA COLOSTRALES

CONTROLE DE LEUR PURETE
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sérum humain total ( & ), anti-lgAs (¢ ),_ anti-lait humbin total (T) . D'a‘prés les
résultats obtenus nous voyons que la solution d'IgA de sécrétion est d'une pureté
trés satisfaisante, en particulier elle n'est pas contaminée par de la lactotransferrine
( un seul arc avec I'anti-lait humain total). Le dosage de la solution d'IgA purifiges
est effectué par la méthode de LOWRY (1951) (technique de BISERTE et coll., 1957)*
La solution d'lgA colostrales titrée est répartie en plusieurs échantillons conservés
& -20°C. |

La gamme étalon est préparée & partir de cette solution mére d'IgA 11 S;
elle doit étre conservée & 4°C ( les dilutions effectuées fournissent des concentrations
de 150, 100, 75, 50, 25, 10 mg/ml). La gamme est utilisable dans ces conditions
pendant 15 jours.

Nous avons comparé les courbes d'étalonnage établies avec des IgA
plasmatiques (dilutions d'un sérum standard titré Behring *X), d'une part , et des
IgA colostrales purifiées d'autre porf. Le coefficient obtenu est de 2,74 + 0,17
(LEBAS, 1971). 1l représente le nomBre par lequel doit &tre multipliée la valeur
obtenue en dosant une solution d'lgA de sécrétion par rapport & une gamme d'IgA
sériques pour avoir son expression en terme d'IgA 11 S ( cette valeur est cémpar’able.
& celle que BRANDTZAEG et coll., 1970, ont déterminée : 3,25%°% )

I1.A.2. Immunsérums utilisés

I1.A.2.a Anti-sérumalbumine

Nous utilisons |'anti-sérumalbumine Behring ( ORCB ,
lot n® 2448 L ; titre en anticorps: 1,1 mg/m!l) & raison de 0,1 ml d'immunsérum

pour 15 ml d'agarose.
H.A.2.b. Anti-IgA

Les IgA sécrétoires sont constituées de deux molécules
d'IgA 7 S auxquelles se joignent le composant sécrétoire SC et la chathe J. Elles

possédent donc les déterminants antigéniques communs aux IgA 7 S et aux IgA 115 :

% La gamme de référence est établie & partir d'une solution titrée de sérumalbumine
bovine cristallisée.

% % La concentration en IgA-globulines du sérum standard titré de ['Institut Behring
a été déterminée pdr la méthode de I'immunodiffusion radiale et & I'aide de prépa-

ration de protéine pure ( titre en IgA : 155 U.1/ml soit 260 mg/ml ).

%% Ces auteurs ont utilisé I'immunodiffusion radiale comme technique de dosage.




chaines lourdes a et chathes légéres, et d'autre part, un déterminant spécifique du
composant sécrétoire. Le déterminant antigénique de la chaine J est masqué :
en effet, la chathe J ne peut &tre révélée sur la molécule entigére d'IgA 11 S,

Un immunsérum anti-SC (Nordic ) ne nous a donné,
jusqu'a présent, que de mauvais résultats dans les techniques d'électro-immuno-
diffusion : la spécificité de cet immunsérum est obtenue par saturation et la'présehce
importante de protéines dissoutes empéche la bonne décoloration des électropho-
régrammes.

Nous avons dongc utilisé un immunsérum anti-chaine a
Behring ORCI T 1988 N,(titre en anticorps : 0,8 mg/ml) ou Technicon T 21-0452,
lot n°B3F794, (titre en anticorps non indiqué) , & raison de 30 ul pour 15ml d'aga-
rose. Avec cet immunsérum, nous effectuons un dosage global des IgA de type
sérique et de type sécrétoire, qui sera un dosage en excés puisque les IgA 7 S qui
peuvent se trouver dans le milieu sont exprimées en IgA 11 S,

Il faut signaler que I'utilisation de I'immunsérum
spécifiqué du composant SC présenterait d'autres inconvénients. En effet certains
auteurs ont démontré que des IgA sécrétoires pouvaient étre dépourvues de compo-
sant SC. Ainsi MESTECKY et coll.(1970) estiment que cette proportion est de 10
p.100 pour les IgA colostrales. En ce qui concerne les IgA bronchiques, MEDICI
et coll. (1971) pensent que la muqueuse endommagée des bronchiteux chroniques
ne syn‘fhéﬁse plus suffisamment de composant sécrétoire : il existerait donc une
proportion non négligeable, d'aprés ces auteurs, d'IgA bronchiques ne contenant

pas ce composant sécrétoire.

11.B. Homogénéisation du mucus

I.B.1. Procédés d'homogénéisation et de liquéfaction du mucus

bronchique mis en ceuvre par d'autres auteurs

S'il était nécessaire d'établir la preuve que la
sécrétion bronchique est un milieu fort complexe et difficile & étudier, il suffirait
d'énumérer les diverses ‘techniques qui ont été préconisées pour homogénéiser ou
liquéfiér la sécrétion bronchique en vue de son étude électrophorétique et des

dosages.




I1.B.1.a Procédés chimiques

, Une hydrolyse chlorhydrique ménagée a été proposée par
BUKANTZet coll. (1958) mais le passage & pH 2,3 est & éviter si I'on désire conserver
aux protéides |'ensemble de leurs propriéfés.

BISERTE et coll. (1963) ont utilisé l'urée 6 _M_,mcis la
préparation bien liquide obtenue ne donne pas de bons résultats lors de I1'étude
électrophorétique. TURGEON et coll. (1969) font agir la soude normale pour réduire
la viscosité des mucus et neutralisent ensuite avec HCI 1 N .

LIEBERMAN et coll. (1970) effectuent des études sur le
mucus de la poche trachéale du Chien : un volume de NaCl1 0,15 M de pH 7,5 est
ajruté et le mélange est agité vigoureusement. Aprés une heure d'incubation & 37°C,
le mélange est centrifugé pendant 30 minutes & 1 500 g (l'opération est répétée 2
fois sur le culot obtenu). GERNEZ-RIEUX et coll. (1964) étudient I'activité in vitro
de différents agents réduisant la viscosité de I'expectoration et particuliedrement les
agents réducteurs (L-cystéine, N-acétylcystéine). Ces agents réducteurs, auxquels
on peut ajouter le mercapto-éthanol et le dithiothréitol, ont été et sont trés utilisés

au laboratoire pour le fractionnement des mucines de la sécrétion bronchique.

[1.B.1.b Procédés mécaniques

IBAYASHI et coll. (1963) procédent & 6 congélations-
décongélations suivies de centrifugation @ 2 000 tours/minute pendant 15 minutes.

‘ De nombreux auteurs utilisent un homogénéiseur (SUHS
et coll., 1965 ; BURGI et coll., 1967, NEWCOMB et coll., 19692, GOTZ et coll.
1970 ; POIRIER, 1972 ; VOISIN et coll., 1973). L:es opérations sont généralement
effectuées pendant quelques minutes & 4°C.

RYLEY et coll. (1968) réalisent une ultracentrifugation

& 118.000 g pendant 4 heures & 4°C et étudient le surnageant obtenu.,

I1.B.1.c Procédés physfco‘—chimiques

BROGAN (1960) utilise I'action des ultra-sons (de fré= ..
quence 20 kHz) pendant 2 heures sur la phase géliforme du mucus bronchique. Il
obtient alors une solubilisation totale des macromolécules.

L'utilisation de résines cationiques a été tentée par

BISERTE et coll. {1963) et a permis une liquéfaction du gel qui s'accompagne d'une




baisse de pH trés importante et génante.

11.B.1.d : Procédés enzymatiques :
BRO GAN (1959) utilise la pepsine pour homo-

généiser le mucus. \

BISERTE et coll. (1963) comparent I'action de
plusieurs enzymes sur la sécrétion : hyaluronidase et thiomucase sont inactives;
chymotrypsine et trypsine sont actives.

[I.B.1.e : Association de plusieurs procédés :

RASCHE et coll. (1971) et SZABO et coll. (1973)

soumettent la sécrétion & une ultracentrifugation (25000 tours/minute) pen-
dant 4 heures puis utilisent pendant 4 minutes les ultra-sons dont la fréquence
est 20 kHz.

SALVAGGIO et coll. (1973) soumettent I'ex~-

(%)

pectoration aux ultra-sons pendant 10 secondes , centrifugent a 2 000

tours/minute, dialysent, lyophilisent,

I1.B.2. Mise au point d'une technique d'homogénéisation :

[1.B.2.a : Remarques sur les divers procédés précités :

Parmi tous ces procédés, nous devons en rejeter |
plusieurs d'emblée puisqu'ils sont incompatibles avec I'étude que nous désirons
mener. En effet, les dosages immunologiques que nous voulons effectuer nécessi-
tent une récupératfion quantitative et la conservation de I'intégrité des déter-
minants antigéniques des molécules. Donc I'hydrolyse chlorhydrique, I'action
de l'urée 6 M , des agents réducteurs,d'enzymes protéolytiques ne peuvent &tre
retenues; |'utilisation d'ultra-sons de grande puissance pendant une durée pro-
longée est également destructrice.

Les autres procédés agissent sur la viscosité du
m ucus et permettent d'obtenir une solution homogéne, mais les interactions mu-
cines-protéines subsistent et sont négligées. Ainsi VOISIN et coll. (1973) ont

.- P * - » . -~ x
appliqué ['homogénéisation mécanique & quelques mucus (= =)
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; ils comparent

(%) La seule indication donnée par les auteurs est la puissance de l'appareil ;

80 Watts '

(# %) Ces auteurs homogénéisent les mucus pendant 1 & 3 minutes & I'aide d'un
“homogenizer Virtis 45", 10 000 tours/minute.




en rockets les pics d'IgA obtenus avant et aprés homogénéisation. Dans trois des
qu atre expectorations étudiées, ils observent dans I'échantillon qui a subi
I'homogénéisation une baisse importante du taux d'IgA. Ce phénomé&ne corres-
pond sans doute & un artéfact. En effet, I'homogénéisation mécanique provoque
la formation d'une suspension micellaire masquant les molécules protéiques et en
particulier les IgA.

En ce qui concerne I'ultracentrifugation
préconisée par RYLEY et coll. (1968), nous I'avons appliquée & quatre mucus
et nous avons comparé les résultats ainsi obtenus & ceux donnés par la méthode
gue nous avons mise au point (paragraphe 11.F.1.ap:84 ). Nous verrons que les

interactions mucines-protéides sont également négligées dans cette méthode.

11.B.2.b : Essais préliminaires :

Pour dissocier les ré seaux fibrillaires du mucus
nous avons tout d'abord pensé faire agir I'EDTA qui complexe les ions Ca' ' et
Mg-H-, mais le pH du mucus s'est abaissé jusqu'd la valeur de 1,0 et ce pH est
trop acide.

Un autre moy en d'éliminer les ions est de les
capter par une résine. Nous avons déja cité les essais de BISERTE et coll. (1963)
une dialyse de la phase géliforme du mucus contre la résine cationique (Amberlite
IR 120) ame&ne une rupture brutale de la structure fibrillaire du gel. A |'époque
ol ces travaux avaient été réalisés, ce phénoméne avait été mis en corrélation
avec la baisse importante de pH qui résultait de |'emploi de la résine.

_ Afin de désioniser totalement le mucus nous avons
effectué une dialy e contre deux types de résine : une résine anionique (AG
2 x 8) et une résine cationique (AG 50 W x 8) (20-50 mesh Bio-Rad). L'utilisa-
tion successive des deux résines nous a permis de démontrer que seule la résine
cationique était nécessaire. Son action suffit pour obtenir [’"homogénéisation
du mucus. Nous' avons cependant substitué la résine AG 50W x 2 (20-50 mesh
Bio-Rad) & la résine AG 50 W x 8 j car son degré de réticulation est plus faible |-
cette résine doit donc pouvoir capter des constituants du mucus de plus ~ grande
taille, notamment dans la série des polypeptides.

Enfin, avant de faire agir la résine cationique,

nous avons essayé d'obtenir une dissociation du réseau fibrillaire par I'action
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des ultra~sons pendant un temps court,

I1.B.2.¢c : Protocole d'homogénéisation :

Le mucus est soumis & |'action des ultra-
sons. '( appareil Bransonic 100 Watts, 50-55 kHz) pendant 6 minutes & 4°C. Im-
médiatement. cprés,on.aioufe la résine AG 50 W x 2 sous forme H' (20-50 mesh
Bio~Rad), & raison de 100 mg pour 5 m| de mucus (le protocole est cependant
applicable & des volumes inférieurs ou supérieurs). Des billes de verre sont ajoutées
pour faciliter le mélange du mucus avec les grains de résine. L'agitation est effec-
tuée pendant 2 heures & 4°C & l'aide d'un agitateur & mouvemen t lent de va-et-

vient horizontal.

I1.B.2. d: Définition de ['action des ultra-sons et

de la résine :

Les ultra-sons provoquent une dissocation
du réseau fibrillaire qui est réversible lorsque I'action de ces ultra-sons est de
courte durée ; en effet, le mucus ainsi traité et laissé quelques heures & la tempé-
rature du laboratoire, retrou ve rapidement une organisation fibrillaire. Pour évi-
ter cette réorganisation, nous faisons de suite intervenir une résine qui échange
ses ions H+ contre les ions présents dans le mucus (NH4+, K+, Nu+. ...) et contre
des peptides, surtout de type basique. Ce phénoméne d'échange provoque une
baisse de pH qui est variable selon les mucus (Tableau I1.E.1. , p:74).

L'étude des constituants fixés sur la résine
cationique a été entreprise. Pour avoir une quantité de matériel suffisante, aprés
élution, l'homogénéisation-d'une quantité importante de mucus a été effectuée.

(

(un essai sur 1 200 ml, un essai sur 1 000 ml) *). Aprés agitation, les grains de
résine et les billes de verre sont séparées.dumucus par décantation. Aprés lavage
abondant par de ['eau distillée, 20 m| de résine sont récupérés et placés dans une
petite colonne (1 x 10 cm) munie d'un verre fritté. Aprés un nouveau lavage
abondant I'élution des constituants fixés sur la résine est effectuée par 20 mi

d'ammoniaque 2 N . L'éluat est récupéré dans une coupelle et I'ammoniac - est

évaporé. Le résidu sec, reprisdarsé ml d'eau distillée, fait |'objet de deux types

() Lors de ces expériences toute'la verrerie utilisée ainsi que les billes de verre
sont soigneusement lavées dans HCI 3 N puis rincées abondamment por de
I'eau distillée. ’




d'étudé : étude électrochromatographique et étude en gel -filtration.

Les résultats obtenus en collaboration avec V.
BAILLEUL, peuvent &tre resumés de la fagon suivante s |
_ . . - En électrochromatogrep hie (électrophorése &
pH 3,6 chrqmafographié dans le N-butano lA:cide acétique/eau (4/1/5). On
met en évidence de nombreuses taches ninhyd;ine positive. Aprés hydrolyse
acide totale (HCI! 5,6 N), on réléve la présence de nombreux acides aminés,
notamment proline, acide glutamique et glycocolle qui sont importants.

- En chromatographie de gel-filtration sur
Biogel P2, trois fractions peptidiques peuvent &tre séparées dont ['étude est ac-

tuellement en cours (travail de V. BAILLEUL).

11.B.2.e : Comportement de protéides purifiés

soumis au protocole d'homogénéisation

Nous avons soumis des solutions de protéi-
des purs au méme protocole comportant |'action des ultra-sons et celle de la
résine cationique ; puis nous avons essayé de démontrer qu'en électro-immunodif-
fusion, la récupération de ces constituants était quantitative. .

1°) Sérumalbumine (Fig.Il1.B.2.e-a)

5 mg de sérumalbumine humaine (Behring)
sont dissous dans 5 ml de tampon phosphate 0,01 M de pH 5,0; 0,1 mi de cette
solution constitue le témoin "sérumalbumine native". Sur le volume restant,
est applique notre protocole d'homogénéisation. On préleéve 0,1 ml aprés chacung
des deux étapes essentielles. Le dosage de ces différentes solutions par rapporf'

& des dilutions de la gamme étalon indique que nous retfrouvons la m&me quantité

de sérumalbumine aprés chaque traitement.

2°) IgA (Fig 11.B.2.e-f)

De fagon idéntique, une solution d'lgA
colostrales purifiées o é1é soumise aux opérations d'homogénéisation. Cependant,
il nous fallait tout d'abord choisir un tampon dont le pH, aprés action de la
résine cationique, ne soit pas trop acide : les IgA colosirales sont en effet par-
ticuligrement sensibles au pH acide (MUH, 1966).

A 5 ml de tampon phosphate 0,1 M de
pH 7,0, on ajoute 0,5 ml d'une solution d'IgA colostrales & 570 mg/100 ml.




a : solution de

sérumalbumine.

l

gamme "1 2 3

solution de sérumalbumine "native".
2 solution de sérumalbumine aprés action des ultra~sons.
P
'3 solution de sérumalbumine aprés action des ultra-sons et de la

résine AG50 Wx2.

é F B : solution d' IgA

colostrales.

gamme 1 2 3

1 solution d'IgA colostrales "native" .
2 solution d'lIgA aprés action des ultra-sons..

3 solution d'lgA aprés action des ultra-sons et de la résine AG50 Wx2 .
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Figure 11.B.2.e : ACTION DU PROTOCOLE D' HOMO GENEISATION

SUR DES SOLUTIONS DE SERUMALBUMINE ET D' IGA COLOSTRALES

HUMAINES PURIFIEES .




Aprés chaque étape 0,1 ml sont prélevés. Le dosage de chacune de ces solutions,
par rapport & une gamme étalon d'IgA colostrales, indique que nous retrouvons
lo méme quantité d'IgA aprés chaque étape.

Ce résultat montre que les ultra-sons et
la résine cationique ont respecté la molécule d'IgA de sécrétion, car si cette
molécule avait été dissociée en IgA 7 S, nous aurions observé en électro-immuno|

diffusion une forte augmentation de la hauteur du pic (voir paragraphe I1.A.1.b)

I1.C. Caractéristiques du mucus homogénéisé :

L'appréciation de I'homogénéité du mucus est faite
par l'examen macroscopique de I'échantillon : aprés I'application de notre pro-
tocole, nous ne distinguons plus de phase géliforme et de phase soluble dans le
mucus. Des études de la reproductibilité des dosages prouveront cette homogé -

néité.

I1.C.1 . Etudes de la rhéologie du mucus :

Avec le concours de Madame PUCHELLE (Unité
INSERM de Nancy), des études comparatives de la viscosité et de la recou-
vrance élastique du mucus avant et aprés hoimogénéisation ont été effectuées.
Elles ont été réalisées sur cinqg mucus & I'aide du rthéometre rotatif, (type Roto-
visko, Haake). Les résultats sont rapportés dans le Tableau H.C.1 . Les valeurs
de la viscosité et de la recouvrance élastique, pour un taux de cisailleme nt de
0;3 sec _], sont trés nettement diminuées aprés :homogénéiscfion . Le procédé
utilisé affecte donc notablement les propriétés rhéologiques du mucus et permet
des mesures volumétriques correctes. |
I faut signaler |' imperfection des résultats obtenus sur quel-
ques mucus trés visqueux (viscosité > 400 poises, alors que pour les autres mucus
la viscosité varie de 25 & 300 poises). Dans ce cas, nous obtenons certes, un
milieu homogéne, mais encore trop visqueux pour que la mesure d'un volume

soit trés précise.

I1.C.2. Cytologie :

Les cellules présentes dans |'expectoration
ne sont pas détruites aprés homogénéisation (contdle au microscope optique) : on
peut donc en conclure que les constituants cellulaires ne diffusent pas aprés

'étape d'Homogénéisaﬁon .
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Tableau 11.C.1

" ETUDE DES PROPRIETES RHEOLO GIQUES DU MUCUS HOMO GENEISE

( aprés ultra-sons et action de la résine A G50 Wx2 )

Ny SR

Mucus n° 1

natif ’ 379,4 8,5

homogénéisé 123,1 1,5
Mucus n® 2

natif 172,1 9,9

homogénéisé 123,8 0,07
Mucus n® 3

natif 301,8 3,2

homogénéisé 72,7 0,37
Mucus n° 4

natif 282,5 ' 8,3

homogénéisé 88,9 1,6
Mucus n® 5 _

natif 273,9 1,6

homogénéisé 50,6 0,1

Mo ° viscosité exprimée en poises ®

SR : recouvrance élastique @
\_\LL‘.'

% Unité Systeme International®( SI) : poiseville. 1 poise = 0,1 poiseuille.




I1.C.3. pH dumucus homogénéiﬁ‘é :

Aprés homogénéisation, le pH du mucus est plus
acide que celui du mucus natif. Les valeurs sont indiquées dans le Tableau
(11.E.1)Alors que pour les mucus natifs, le pH varie de 5,9 a4 8,9, aprés
homogénéisation, il varie de 3,0 & 6,4.

I1.C.4 : Capacité d'échange ionique :

La capacité d'échange d'ions de ['expectoration ho-
mogénéisée aété mesurée par titrage potentiométrique. Les résultats ( Figure
I1.C.4) permettent d'assimiler le mucus homogénéisé & un échangeur d'ion
faible, de caractere carboxylique dont la valeur du pH voisine de 6 s'ap-
parente & celle de la carboxy-méthyl cellulose . Ce pouvoir d'éclunge
ionique peut &tre rattaché a 1'activité de cerfaines classes de mucines bron-
chiques, mucines polyanioniques, dont l'affinité pour les IgA et la lacto-

transferrine a pu étre démontrée (DEGAND, 1972).

11.C.5 : Critéres électrophorétiques :

Une immunoélectrophorése en double dimension du
mucus homogénéisé revélée avec un immunsérum de Lapin anti-sérum humain
total, montre que desinteractions entre mucines et protéides subsistent ( Figure

ILC.5 ): au niveau du dépbt, on peut voir la persistance de substances qui n'ont
pas migré. L'arc des IgA présente des trainées : c'est la preuve que les IgA

sont encore liées & d'autres constituants et ne peuvent migrer normalement.

L'action des ultra-sons et de la résine cationique provoque

donc une modification du réseau fibrillaire mais laisse subsister des interactions

mucines-protéides.

II. D. Etape d'échonge ionique :

11.D.1. Protocole :

Les conditions d'utilisation de I'Ecteola-cellulose sont
modifiées par rapport & celles de la premigre partie, car, aprés homogénéisation

le pH du mucus est en moyenne égal & 5,0 ; nous utiliserons donc un tampon
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Le mucus étudié dans cette expérience a une capacité de 0,425mEq de NaOH
pour 10 ml . ( Les valeurs trouvées pour 15 mucus étudiés s'échelonnent de

0,3 40,6 mEq de NaOH )

Figure 11.C.4., : APPRECIATION DE LA CAPACITE D'ECHANGE DE 10 ml

. DE MUCUS HOMO GENEISE A pH 11 , PAR RAPPORT A CELLE DE 500 mg

DE CARBOXYMETHYLCELLULOSE (CMC :0,7 mEq/g)
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Figure 11.C.5 : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE

DU MUCUS HOMO GENEISE AVEC L' IMMUNSERUM DE LAPIN

ANTI-SERUM HUMAIN TOTAL.




de pH égala 5,0 |

I1.D.1 .a : Choix du tampon :

La force ionique nécessaire pour I'élution
des protéides du mucus fixés sur I'échangeur d'ion a été déterminée par I'ex-
périence suivante : |

aprés I'homogénéisation,le mucus est fortement dé-
sionisé; nous le mettons donc en contact avec I'Ectecla-cellulose équilibrée
dans un tampon phosphate de sodium 0,01 M ne contenant pas de chlorure
de sodium. 50 ml| de mucus homogénéisé sont déposés sur une colonne d'Ecteo~
la-cellulose ; la colonne est lavée par le tampon phosphate de sodium 0,01: M
Puis I'élution est faite avec un gradient discontinu en molarité de NaCl (de
0,05M a1 M). Les résultats obtenus sont indiqués sur la Fig.ll.D.l.a. . La
majeure partie des protéides du mucus est éluée par le tampon phosphate de
sodium 0,01 M et par le tampon phosphate de sodium 0,01 M , NaCi1 0,05 M
Ensuite, l'interprétation du diagramme au moyen du dosage des oses par la
méthode & l'orcinol, nous indique»q‘ue les mucines commencent & &tre éluées pan
les tampons de molarité supérieure en NaCl (0,2 M et plus). Nous considérons
donc qu'en choisissant une molarité égale 8 0,15 M NaCl (comme dans la
premiére partie) nous éluons de I'Ecteola-cellulose ['ensemble des protéides
du mucus.

Donc, pour atteindre en "batch adsorption"
une molarité finale voisine de 0,15 M en NaCl, nous ajoutons au mélange
de | ml de mucus homogéné d'Ecteola-cellulose, 2 ml de tampon phosphate

de sodium 0,01 M., NaCl 0,3 M_de pH 5,0.

i1.D.1.b : Détermination de la quantité: d'Ecteola~

cellulose nécessaire :

Les conditions d'utilisation dépendent
de la capacité des lots d'Ecteola-cellulose : par exemple, si la capacité est
de 0,5 mEq/g sec. on peut traiter 1 ml de mucus avec 0,6 g d'Ectéola-cel-
lulose humide. Nous avons, en efFet,‘démontré, en traitant deux mucus de
composition trés différente (Tableau 11.D.1.b ) qu'une quantité supérieure

d'Ecteola-cellulose n'amé&ne pas une meilleure extraction des protéides (IgA
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Tableau 1.D.1.b

DETERMINATION DE LA QUANTITE D'ECTEOLA-CELLULOSE (0,5 mEq/g.sec)

NECESSAIRE POUR L'EXTRACTION DES IGA ET DE LA SERUMALBUMINE

DE 1 m| DE MUCUS HOMO GENEISE

1 ml de mucus 0,6 g d'Ecteola~ 1 g d'Ecteola-
homogénéisé cellulose cellulose
Mucus n°1 .
IgA 22 23
- Sérumalbumine 25 26
Mucus n°2
IgA 200 193
Sérumalbumine 35 28,5

( résultats des dosages exprimés en mg/100 ml de mucus )

% Ecteola-cellulose humide équilibrée en tampon phosphate de

sodium 0,01 M de pH 5,0 .

~

b
ULE,

oo




et sérumalbumine).

I1.D.1.c . Mode opératoire de |'extraction :

L'extraction s'Aeffecfue a 4°C de la fagon
suivante : immédiatement aprés I'homogénéisation, on dépose 1 ml de mucus
exactement mesuré dans un petit erlenmeyer et 0,6 g d'Ecteola-cellulose hu-
mide équilibrée dans un tampon phosp hate de sodium 0,01 M de pH 5,0. Ce
mélange est agité pendant 30 minutes. Puis dprés aoddition de 2 ml de tampon
phosphate de sodium 0,01 M NaCl 0,3 M de pH 5,0 le mélange est & nou-
veau agité pendant 15 minutes puis centrifugé pendant 10 minutes & 6.500
tours/minute. La solution surnageante (E]) recueillie, correspond & une dilu-

"extrait'de mucus homogénéisé. Le

tion au tiers du mucus. Nous l'appelons
culot de centrifugation est repris dans 1 ml de tampon phosphate de sodium
0,01 M NaCl 0,3 M de pH 5,0. Aprés une nouvelle agitation de quinze
minutes, le mélange est centrifugé dans les mémes conditions. La solution sur-~

nageante {E,) est également recueillie.
g 2

11.D.2 , Etude de l'extrait de mucus homogénéisé :

H faut tout d'abord déterminer si I'extrait de mucus
homogénéisé obtenu peut donner des résultats satisfaisants dans les techniques
d'électrophorése et d'immunoélectrophorése. De plus, nous essaierons de voir
si de profondes modifications des divers constituants du mucus sont intervenues
par I'homogénéisation : c'est pourquoi nous effectuons un ffactionnement en
gel filtration sur colonne de Sepharose 6 B comparativement & ce que sont |
devenues les mucines neutres qui constituaient la premigre fraction de I'éluat

chromatographique.

i1.D.2.a. Etude en électro~-immunodiffusion :

L'immunoélectrophorése en double dimen-
sion de l'extrait réalisée avec un immunsérum de Lapin anti-sérum humain total
montre que les protéides sont libérés de leurs interactions avec les mucines
(Fig 11.D.2.d ; l'"arc des IgA ne présente plus de trainées.

Les pics obtenus dans la technique des

"rockets" sont bien délimités, que ce soit avec I'immunsérum anti-chaihe q,
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( diagramme & comparer avec celui de la figure 11.C.5. , p : 61, dans lequel
était observée la persistance des interactions mucines-protéides; pour une plage
de sérumalbumine équivalente & celle que I'on obtenait p : 61 , la plage des
IgA est ici bien plus importante .. les IgA sont libérées par I'action de |'Ectecla-

cellulose et peuvent migrer plus facilement dans le milieu gélifié. )

Figure 11.D.2,a. : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DE

L'EXTRAIT DE MUCUS HOMO GENEISE AVEC L'IMMUNSERUM DE LAPIN

ANTI-SERUM HUMAIN TOTAL

WS
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ou I'immunsérum anti-sérumalbumine. Leur mesure peut donc permettre un dosage

correct.

I1.D.2.b . Fractionnement du mucus en gel-filtration :

Aprés une dialyse de quatre jours contre
de l'eau désionisée, I'extrait de mucus homogénéisé est fractionné par gel-filtra-
tion sur colonne de Sepharose 6 B selon le profécole déja décrit dans le para-
graphe 1.E. (p.22 ). Le diagramme d'élution obtenu n'indique pas de variations
par rapport & ce que 1'on observait pour un mucus non homogénéisé.

Nous avons plus particulizrement étudié
la fraction 1 de |'éluat qui contient principalement des glycoprotéines de masse
molaire élevée  encore contaminéss par des protéines comme en témoignent
les électrophoréses en lame d'agarose (Fig. 1.D.2.b. -a). Une étape de gel-
filtration sur colonne de Sepharose 2 B (Fig. 1.D.2.b. - ) est nécessaire pour
éliminer d'une part les mucoprotéines contenues dans la premigre fraction et les
protéines de masse molaire plus faible (fraction 3). Les tubes correspondant &
la fraction 2 sont rassemblés. Aprés dialyse et lyophilisation, la poudre obtenue
est étudiée en électrophordse en lame d'ogclxrose(Y).CeHe fraction présente les
critéres de mobilité électrophorétique et d'affinité tinctoriale des mucines neutres
éluées de I'Ecteola-cellulose en NaCl 0,1 M dans le protocole de préparation des
mucines bronchiques de DEGAND (1972). La composition en acides aminés et
en sucres de cette fraction a été déterminée (Tableau 11.D.2.b). Les caractéristiques
de la composition en acides aminés de mucines sont retrouvées : richesse en
thréonine. et en sérine (32,06 résidus pour 100), en glyco‘colle et en proline,
peu d'acides aminés basiques. Comme pour les mucines neutres du mucus qui
n'avaient pas été homogénéisées (paragraphe I.E.1., p.23 )nous trouvons ici 1
& 2 résidus de demi-cystine pour 100 résidus d'acides aminés. La composition en
sucres montre une richesse relative en fucose (13,4 p. 100 du poids sec), richesse
en galactose (20,4 p. 100),peude sulfate (1,9 p. 100°). La perte des propriétés
rhéologiques observée aprés homogénéisation ne semble donc pas due & une mo~

dification des mucines neutres.

11.D.3. Elution des constituants fixés sur I'Ecteocla-cellulose :

Nous voulons vérifier si I'Ecteola-cellulose élimine

également les mucines poly anioniques du mucus bronchique homogénéisé et si
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Tableau [1.D.2.b.
COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE S 2B ( voir Figure I1.D.2.b. )

Mucine neutre d'un mucus homogénéisé

Composition en acides aminés ® Composition glucidique *

ASP 5,26

THR 19,96 ‘ Fucose 13,4

SER - 12,10 Acide N-acétyl-neuraminique 2,4

GLU 7,37

PRO 9, 42 Galactose 20,4

GLY. 8,90 N-acétyl-glucosamine 16,8

ALA 9,32 N-acétyl-galactosamine 7,8

VAL 4,75

CYS/2 1,47 Sulfate 1,9

MET /

ILE 2,97 : Total sucres : 62,7 p.100 du poids sec

LEU 5"?8 Total acides aminés : 12,88 p.100 du poids sec

TYR ‘ 2,09

PHE 2,35

LYS 2,89 % Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus |

HIS 2,14 o o 2
l/’é > ARG 3.33 ® % Résultats exprimés en pourcentage de poids sec \
\ | W7




I'homogénéisation a provoqué des modifications de ces constituints. Avec les
quantités d'expectoration que nous pouvions nous procurer, nous n'avons pas eu
la possibilité d'effectuer sur le mucus d'un méme malade, & la fois I'étude des
mucines neutres et celle des constituants restés fixés sur I'Ecteola-cellulose en
tampon phosphate de sodium 0,01 M NaCl 0,3 M. 250 m! d'une autre mucus
homogénéisé sont extraits par I'Ectecla-cellulose selon le protocole décrit puis
aprés centrifugation, |'Ecteola-cellulose est de nouveau mélangéeavec du tampon
phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,3 M , de pH 5,0 et placée dans une colon-
ne (4 x 30 cm) munie d'un verre fritté. Aprés lavage abondant par le m&me tam-
pon et contrdle de la densité optique nulle & 278 nm de |'éffluent, le passage

sur la colonne de la solution HCI 0, 01 N, NaCl1 0,7 M permet d'éluer les
composants plus acides fixés sur |'Ecteola-cellulose (Fig. 11.D.3.-a). Les tubes
correspondant & la premiére fraction sont rassemblés. Aprés dialyse et lyophilisa-
tion, l'élécrrophorése en lame d'agarose (Fig. 11.D.3.-p) indique qu'il subsiste
une confaminafion' des glycoprotéines par des constituants protéiques. La puri~
fication est poursuivie par deux chromatographies de gel-filtration en Sepharose
2 B et Sepharose 6 B (Fig. 11.D.3.- -y et8). Aprés dialyse et lyophilisation, la
poudre obtenue pour la fraction 2 de S 6B est étudiée en électrophorése en lame
d'agarose (Fig. 11.D.3.-€). On observe les carastéristiques de migration élec-
trophorétique et d'affinité tinctoriale des mucines poly anioniques suivant la

c lassification de DEGAND (1972). La composition en acides aminés et en sucres
de cette fraction confirme ce résultat (Tableau 11.D.3) ; en effet, les caractéris~
tiques sont les suivantes : richesse en thréonine et sérine (39,79 résidus pour 100
résidus), richesse en glycocolle et en proline, peu d'acides aminés basiques et
absence de demi-cystine. Dans la composition gluci dique, on observe peu de
fucbse (8,4 p. 100 du poids sec) ; ce fait |lié & la présence de sulfate (3,5 p. 100)
permet d'assimiler cette fraction & une mucine polyanionique. Cependant, par
rapport aux caractéristiques données par DEGAND (1972), la mucine que nous
avons isolée représente vraisemblablement une forme dégradée de la mucine
native. Le protocole d'homogénéisation est responsable, sans doute, de la perte
de certains résidus périphériques de la molécule, en particulier de I'acide siali-
que. C'est l'un des phénomé&nes impliqués dans la diminution des propriétés rhéo-

logiques du mucus homogénéisé( BAILLEUL, Communication personnelle).
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| Tableau 11.D.3. :
COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE S 6B ( voir Figure 11.D.3.)

Mucine polyanionique du mucus homogénéisé

Composition en acides aminés - Composition glucidique

ASP 3,82
THR 25,34 ' Fucose 8,4
SER 14,45 Acide N-acétyl-neuraminique 2,2
GLU ’ |

5,80

! 22,5
PRO 835 Galactose
GLY 7,22 N-acétyl-glucosamine 21,6
ALA 10,70 N-acétyl-galactosamine 10,2
VAL 4,94 . 3 s
CYS/2 | / Sulfate | . /
MET /
ILE 2,55 Total sucres :68,38 p.100 du poids sec
LEU 5,38 Total acides aminés : 15,62 p.100 du poids sec
TYR , 1,18
PHE | 1,73
LYS 2,32 % Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus
s 2057 Résul ' de poid
-~ ® % Résultats exprimés en pourcentage de poids sec
ZI2 ARG 3,85 ~ P P ge de p
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Nous powvons souligner que dans la présente expérience
nous avons pu effectuer toutes les étapes de purification nécessaires contraire~
ment & |'expérience que nous n'avons pu mener & bien avec du mucus non homogé-

néisé (paragraphe 1.B.3. p.5 ).

11.E. Dosages des IgA - globulines et de la sérumalbumine

du mucus bronchique humain :

Pour effectuer ces dosages, I'homogénéisation est prati-
quée sur 5 ml de mucus et |'étape de contact avec |'Ecteola-cellulose est effec-
tuée sur I ml de mucus homogénéisé. Les dosages sont faits par la technique des
"rockets" : 3‘/LLI de chaque dilution de la gamme étalon sont déposés en com-
men ¢ ant par la dilution la plus forte, puis 3Ju_| de chaque échantillon sont dépo-
sés & la suite (extraits E] et E2 pour chaque mucus). Les résultats correspondent
4 la somme ( (E] x 3) + E2) : E1 en effet, est une dilution au 1/3 du mucus e‘f
E2 est sans dilution par rapport au mucus. Nous avons vérifié en effectuant un
troisieme extrait, dans les mémes conditions que E2, que la récvupé.rotion des IgA‘
et de la sérumalbumine dans le tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,3 M
de pH 5,0 était totale dans E.I et E2'

N Avant d'exprimer les résultats, il nous faut déterminer
les limites de notre méthode. La fiabilité de la technique de dosage par électro-
immunodiffusion a déja été établie précédemment (WEEKE, 1973),. Nous I'avons
également retrouvée dans nos conditions opératoires.

Nous avons donc  cherche & prouver que la repro'duc—
tibilité des étapes d'homogénéisation et de éhromatographie d'échange ionique
était satisfaisante. Puisque tout dosage n'est possible qu'aprés acﬁo"h_de I'Ecteola-

cellulose, il est donc indispensable de déterminer tout d'abord la reproductibilité

de l'étape d'éch ange ionique.

I1.E.1. : Reproductibilité de l'extraction par I'Ecteola-.

cellulose :

Sur des échantillons de 5 m| de mucus
homogénéisé, nous avons effectué deux prélevements de 1 ml qui sont soumis &
une extraction par I'Ectecla-cellulose. Les résultats des dosages ainsi effectués en
double sur 22 mucus sont rapportés dans le Tableau I1.E.1. La moyenne des er-

reurs relatives sur deux dosages d'un méme mucus s'éleve & 4, 6p, 100 pour les IgA .Pour



Tableav II.E.1.
REPRODUCTIBILITE DES DOSAGES DES IGA ET DE LA SERUMALBUMINE DANS LE MUCUS BRONCHIQUE
Mucus pH ®*=% IgA Sérumalbumine
avant aprés Dosage 1 Dosage 2 Erreur relative|| Dosage 1 D i
(mg/100 ml) (mg/1 00 ml) en p.100 (mg/?OO ml) (:1590;1 00 ml) E"::l;)‘.'e]'&;we
1 5,9 3,8 183 188 2,6 105 109 3,6
2 8,9 5,7 94 94 0 45 60 28
3 6,0 3,4 195 186 4,6 17 16 6
4 8,6 4,6 156 174 10,8 ND ¥ ND ® |
5 7,9 3,5 165 157 5,0 ND ¥ ND *®
6 7,0 4,1 42 42 0 10 11 9,4
7 6,1 4,0 65 73 11,6 26 25 3,8
8 7,0 4,3 29 29 0 14,5 15 3,4
9 6,8 5,6 50 50 0 40 38,5 3,8
10 6,4 4,6 123 120 2,4 22,5 23 2,2
11 7,7 5,0 177 163 8,2 32 36 11,8
12 7,7 4,4 141 136 3,6 24 . 24,5 2
13 7,2 6,1 190 193 1,6 19 - 18 : 3,4
14 6,1 5,3 236 | 223 5,6 11 16 37
15 7,6 5,3 110 104 5,6 14 - 16 13,2
16 6,2 3,6 - 163 151 7,6 2] 26 21,2
17 6,1 3,0 239 213 11,4 48 69,5 36,5
18 8,6 6,2 42 _ 42 0 25 21,5 15
19 8,4 6,4 22 22 0 25 25 0
20 8,6 3,6 78 78 0 16 16 "0
21 8,9 4,2 74 65 15,8 12,5 12,5 0
22 8,1 4,2 194 206 6 34,5 35,5 2,8
- | ' Moyenne . Moyenne
2%, 4,% 10,2
“ % ND : non dosé

%% Le pH est mesuré avant et pprés homogénéisation




b sérumalbumine, cette moyenne des erreurs relatives est supérieure, et atteint
10,2 p. 100. Nous pouvons penser que cette erreur est admissible, étant données |es

difficultés inhérentes au milieu que nous étudions.

I1.E.2. Reproductibilité de I'homogénéisation :

La bonne reproductibilité de I'extraction paﬂ
I'Ecteola-cellulose étant prouvée, nous avons abordé la détermination de la repro-
ductibilitéde I'homogénéisation elle-mé&me. Sur trois mucus, nous avons effectué en
double un prélévement de 5ml (a et b) auquel nous avons fait subir séparémentle
m &me protocole d'homogénéisation. Le pH du milieu a été mesuré avant et aprés
homogénéisation. Puis, sur 1 ml de chaque prélévement, nous faisons agir I'Ecteo-
la-cellulose, et dosons les IgA et la sérumalbumine. Les résultats rassemblés dans
le Tableau I1.E.2. indiquent que, pour les IgA, la reproductibilité est excellente
tandis que pour la sérumalbumine, elle I'est moins. Cette discordance entre les
deux types de protéines est assez difficilement explicable. Il n'est pas impossible
de:penser que I'abaissement du pH constaté aprés I'"homogénéisation puisse €ire res-
ponsable, dans une certaine mesure, de cette différence, qui affecterait plus par-

ticulierement la sérumalbumine dont le pt est voisin de 4,6.

I1.E.3. Expériences de surcharge en protéine d'un mucus :

Il ne nous est pas possible de déterminer le
rendement de notre méthode, c'es-a-dire le pourcentage d'IgA et de sérumalbumine
extraites et dosées dans un mucus : en effet, le dosage est impossible sur un mucus
natif. Nous avons donc réalisé des expériences de surcharge d'un mucus : nous

“ajoutons une quantité connue d'lgA ou de sérumalbumine & un mucus avant la mise
en oeuvre de I'homogénéisation et nous comparons les résultats des dosages avec

ceux obtenus pour le méme mucus sans surcharge.

I1.E.3.a . Essais avec les IgA :

A 5 ml de mucus, nous ajoutons 0,15
ml d'une solution d'lIgA colostrales (5,74 mg/ml) ; un autre prélévement de 5 ml
du mé&me mucus est additionné de 0,15 ml de sérum physiologique ; 'homogénéisation
des deux éch antillons est effectuée simultanément. Puis 1 ml de chaque échintillon

est soumis & |'action de |'Ecteola-cellulose. Les résultats obtenus (Tableau [1.E.3a)
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Tableau II1.E.2

REPRODUCTIBILITE DE L'HOMO GENEISATION DU MUCUS

pH % IgA Sérumalbumine
avant aprés mg/100 ml mg/100 ml

Mucus n® 1

a 5,8 3,8 185,5 107

b 5,8 3,4 187 70,4
Mucus n°2 '

a 8,9 57 94 52,5

b 8,9 4,0 99 25,
Mucus n°3

a 6,0 3,4 199,5 16,4

b 6,0 3,5 187,5 1436

% Le pH du mucus est mesuré avant et aprés homogénéisation.

/30
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montrent que 55 p. 100 des IgA colostrales ajoutées sont récupérées. Or nous savons
qu'elles ne sont pas modifiées par I'homogénéisation ( paragraphe 11.B.2.e. 2) p :55)
Pour essayer d'expliquer ce résultat, nous avons , tout d'abord, cherché & déterminer
le comportement d'une solution d'IgA colostrales soumise & I'homogénéisation et
traitée par I'Ecteola-cellulose. Or, aprés dosage, nous constatons que 58 p. 100
seulement des IgA sont récupérées.

Pour expliquer ce comportement. des IgA , nous devons
tenir compte du polymorphisme des IgA sécrétoires qui est bien démontré , notamment
par la chromatographie d'échange ionique : en effet, toute chromatographie
d'échange ionique, mé&me réalisée avec une fraction homogéne au point de vue
masse molaire ., entraine un " sous-fractionnement " des IgA sécrétoires
( HAVEZ et coll., 1967-a ; DESCAMPS, 1974 ; BRANDTZAEG, 1971) ; ce
dernier auteur a soumis une solution d'IgA colostrales & une chromatographie
d'échange ionique sur DEAE~-cellulose en tampon phosphate de sodium 0,01 M de
pH 7,5 avec un gradient discontinu de molarité en NaCl (0 & 1 M). Les IgA
colostrales sont éluées en quatre fractions principcles correspondant respectivement
aux tampons de molarité 0,04 M ; 0,1 M ; 0,2 M;0,4M en NaCl. Avec une
solution d'IgA colostrales également , nous avons repris ce genre de protocole
dans les conditions de chromatographie d'échange ionique que nous utilisons pour
I'extraction des protéides du mucus bronchique : Ecteola-cellulose en tampon
phosphate de sodium 0,01 M de pH 5, 0; nous employons un gradient de molarité
en NaClde 0 a1 M . Dans ces conditions les IgA sont éluées en trois fractions
principales ( Figure [1.E.3.a.) , & des molarités de 0,05 M ; 0,1 M et 0,75 M
en NaCl. Or nous avons observé, lorsque nous travaillons avec du mucus ( paragra-
phe 11.D.1.a ) que pour une molarité en NaCl égale ou supérieure 4 0,2 M, les
mucines plus acides que les fucomucines commencent & &tre éluées de I'échangeur
d'ions. Nous avons donc cherché quelle quantité d'IgA colostrales nous récupérons

dans les deux premiéres fractions seulement (0,05 M et 0,1 M en NaCl) . Le

dosage immunologique indique que |'ensemble de ces deux fractions représente

60 p. 100 des IgA colostrales déposées au sommet de la colonne d'Ecteola-cellulose.

Cette valeur de 60 p. 100 est & rapprocher des 55 p. 100 de récupération des IgA
colostrales dans |'expérience de surcharge d'un mucus et des 58 p. 100 d'IgA
colostrales récupérées lorsqu'une solution d'IgA colostrales est soumise & I'homogé -

néisation et traitée par |' Ecteola-cellulose . Dans les conditions d'échange ionique
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que nous utilisons ( mol.orifé assez faible en NaCl ) , 60 p. 100 seulement

des IgA colostrales peuvent &tre récupérées.

11.E.3.b. Essais avec la sérumal-

bumine

La surcharge a été faite sur deux
mucus. A 5 ml de mucus on ajoute 0,2 ml d'une solution de sérumalbumine
humaine ( Behring ) & 5 mg/ml ; un autre prélévement de 5 ml du méme mucus
est additionné de 0,2 ml de sérum physiologique. Aprés homogénéisation,

1 ml de chaque échantillon est traité en "batch-adsorption" avec I'Ecteola-
cellulose. Les résultats des dosages ( Tableau II.E.3.b. ) montrent que la
récupération de la sérumalbumine ajoutée est trés différente dans les deux cas.
Toutefois, 90 p. 100 d'une solution de sérumalbumine sont récupérés et dosés
aprés la mise en ceuvre de ['homogénéisation sur une solution de sérumalbumine
et traitement par |'Ecteola-cellulose. Une adsorption partielle sur I'échangeur
d'ions ne peut donc expliquer la récupération faible de la sérumalbumine dans
un des deux cas de surcharge. Nous n'avons pas, actuellement, d'explications
a présenter pour la dispersion de ces deux résultats. D'autres expériences pour~:

ront peut-&tre expliquer ce phénoméne.

l1.E.4. Valeurs obtenues pour les dosages des

IgA-globulines et de la sérumalbumine,

Les dosages ont été effectués sur 50 mucus
de malades atteints de bronchite chronique & des stades différents d'évolution.
de leur bronchite ; certains malades ont déja présenté plusieurs épisodes
infectieux.

Pour les IgA les valeurs obtenues
s'échelonnent de 22 & 340 mg/ 100 m| d'expectoration. Pour la sérumalbumine
des valeurs s'échelonnant de 10 @ 110 mg/ 100 ml ont été trouvées.

La dispersion de ces résultats n'est pas due & la méthodologie , elle reflete
I'activité de synthese ( IgA ) et I'importance de la transsudation ( sérumal-
bumine ) qui sont variables d'un sujet & I'autre. |

Nous ne pouvons pas établir de valeur
moyenne pour l'un ou 'autre de ces constituants, cela ne présente en effet
aucun intérét , & notre avis: [l est alors impossible de tenir compte de |'état

de la bronche du malade ou de son degré de surinfection au moment du recueil

diu mucus

|




Tableau

SURCHARGE DES MUCUS PAR DE LA SERUMALBUMINE

I1.E.3.b.

HUMAINE

TAUX DE RECUPERATION,

Dosage
( en mg/100ml! )

Récupération de la

sérumalbumine ajoutée

(en p.100)
Mucus 1
! Sans surcharge 35
40 p. 100
Avec surcharge de 10 mg 39
pour 100 m] de mucus
Mucus 2
Sans surcharge 18
90 p. 100
Avec surcharge de 10 mg 27
pour 100 m| de mucus
73R
\\L“—“;"}




Tableau I1.E.4."'
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VALEURS DES DOSAGES DES IGA DU MUCUS ENDOBRONCHIQUE OBTENU

CHEZ UN MALADE TRACHEOTOMISE

( le méme jour et & des heures différentes )

Heure de prélevement

IgA (en mg/ 100 ml)

0h.
4 h.
8 h,

175
240
210

Tableau I1.E.4."

COMPARAISON DES DOSAGES DES IGA ET DE LA SERUMALBUMINE DANS

DES EXPECTORATIONS RECUEILLIES A DES HEURES DIFFERENTES DE JOURS

DIFFERENTS AUPRES DE QUATRE MALADES

Malades 6h30-~-8h 9h50-11h
igA ® Alb * | 1gA/Alb| 1gA % Alb X | 1gA/Alb
n® 1 Jour 1 220 20 ¥ 115 13 8,8
Jour 2 125 15 8,3 | 135 17 7,9
n® 2
Jour 1 180 26 6,9 | 170 40 4,2
Jour 2 130 37 3,5 | 180 33 5,5
n® 3 Jour 1 55 16 3,4 | 40 6 6,6
Jour 2 50 12 4,1 55 9 6,1
Jour 3 35 13 2,7 50 8 6,3
n° 4 Jour 1 235 100 2,4 | 220 35 6,2
Jour 2 230 45 5,1 80 10 8
ﬁng
s/

% Résultats exprimés en mg/ 100 ml.




En outre, pour que des valeurs de dosages
aient une certaine signification, il serait indispensable que le recueil des sécré-
tions soit effectué dans des conditions trés précises. En effet, nous avons pu mettre
en é vidence des variations du taux d'lgA dans la sécrétion bronchique au cours de
la journée : chez un sujet frdchéofomisé,sods aspiration continue, des pré lévéments
toutes les quatre heures ont fait I'objet de dosages en IgA -globulines ; ils mon-
trent que la synth&se des IgA varie de fagon significative au cours de la journée,
(Tableau 11.E.4! ) . Sur des expectorations recueillies au prés d'une série de ma-
bdes, le méme jour & des heures différentes (6 h 30 - 8 h et 9 h 30 - 11h) des
variations importantes du taux d'lgA et de sérumalbumine sont observées suivant
I'heure du recueil chez le méme malade (Tableau I1.E.4" ). De plus, les sécrétiond
bronchiques doivent étre recueillies pendant un court laps de temps pour éviter
I'action des enzymes bactériens. Les sécrétions de la toilette bron'chique doivent
&tre éliminées, car elles ne sont émises qu'aprés un séjour variable dans I'arbre
trachéobronchique. Lors de notre expérimentation, les expectorations émises entre
8 h 30 et 9 h sontrecweillies. Dans I'expectoration, il existe toujours une conta-

“mination salivaire difficile & mesurer qui provoque une dilution du mucus, car la
concentration protéique de la salive est faible : en particulier en IgA - (2 &
9 mg/ 100 ml) et en sérumalbumine. Toutefois, en exprimant les résultats des
dosogés sous forme d'un rapport, taux d'IgA / taux de sérumalbumine, on est
moins géné par l'effet de dilution d & la salive.

Les valeurs de ce rapport peuvent s'éche-
lonner entre 0,5 et 90 environ. Si le rapport est élevé (supérieur ou voisin de 10),
la muqueuse est capable de synthétiser des IgA 11 S en grosse quantité, tout en
limitant les pertes protéiques par transsudation. Lorsque I'on trouve un rapport bas
(inférieur ou voisin de 3), la muqueuse bronchique ne synthétise pas béoucoup
d'IgA tandis que les phénoménes de transsudation sont frés importants. Ceci peu't
étre rapproché des observations que nows avons faites lors de |'application de la
technique de double dimension & I'étude de quelques sécrétions particuliéres
(paragraphe 1.G. ; p.39 ). Les diagrammes obtenus montraient 'amplitude des
variations de la-plage des IgA et de la plage de la sérumalbumine selon les cas
étudiés (sécrétion du fumeur, du bronchitique bronchique, d'un malade atteint de

cancer bronchiolo-alvéoldire. )




I1.F. Etude critique des dosages

I1.F.1. Comparaison de nos résultats avec les travaux d'autres auteurs

Il est difficile de comparer les valeurs des doSages que
nous avons effectués avec les valeurs données par d'autres auvteurs, pour des raisons
méthodologiques d'abord, & cause du mode d'expression des résultats , ensuite. Nous
avons fait figurer dans le Tableau ll.F.1. les différents paramétres pour lesquels des

différences sont rencontrées d'un auteur & l'autre.

I1.F.1.a. Méthodologie

Les techniques de dosage utilisées par les différents auteurs,
bien que toutes immunologiques, n'ont pas la méme précision ni la méme fiabilité.
NEWCOMSB et coll. (1969), TURGEON et coll. (1969) utilisent 'immunodiffusion
radiale de MANCINI (1965). RYLEY et coll. (1973) dosent neuf protéines sériques
dans 30 échantillons d'expectoration, & l'aide de la technique de double dimension:
ils établissent les courbes étalons en utilisant une série de dilutions d'un sérum stan-
dard. Pour notre part, bien que nous trouvions que la technique de double dimension
soit trés précise, nous pensons qu'il est toutefois délicat de |'utiliser & des fins quan~
titativessurtout lorsqu'elle est appliquée & un milieu visqueux comme le mucus.

Concernant le protocole d*homogénéisation lui-méme,
nous avons déj& (paragraphe I1.B.2.,p : 52) fait le bilan des méthodes proposées par
d'autres auteurs. La technique d'ultracentrifugation préconisée par RYLEY et coll.
(1968) semble, d'aprés les nombreux travaux de cette équipe, satisfaisante pour résou-
dre les problémes d'hétérogénéité et de viscosité du milieu. Néanmoins, d'aprés la
description du protocole, il semble que le probléme des interactions mucines-protéines
y soit négligé. Nous avons essayé de déterminer si cela avait une grande incidence
sur les résultats des dosages qui peuvent étre effectués aprés la mise en ceuvre de ce
protocole. A l'aide de la technique de dosage immunologique la pfus fiable, I'é¢lectro-
immunodiffusion, nous avons effectué sur quafré mucus |'étude comparative de la phase
soluble obtenue selon le protocole de RYLEY et coll. et de I'extrait de mucus homo-
généisé. Aprés ultracentrifugation & 118 000 g pendant 4 heures, le mucus est séparé
en une phase soluble limpide, légerement visqueuse, qui représente & peu prés les
7/8 du volume et un culot trés compact.Aprés les dosages des IgA et 'de la sérumalbu-~
mine, seules peuvent &tre comparées les valeurs du rapport 1gA/sérumalbumine, puisque
notre méthode améne une dilution de I'échantillon qui n'intervient pas dans le proto-
cole de RYLEY et coll. Les résultats sont indiqués dans le tableau I1.F.1.a. . Les

différences observées montrent que | ' ultracentrifugation , dans les quatre




Tableau

IN.F.1.a

COMPARAISON DU RAPPORT IGA / SERUMALBUMINE OBTENU POUR LES

EXTRAITS DE MUCUS HOMO GENEISES ET POUR LES SOLUTIONS RECUEILLIES

APRES ULTRACENTRIFUGATION DES MUCUS ( Protocole de RYLEY et coll. 1968)

IgA / Sérumalbumine

Mucus
Extrait de mucus homogénéisé Mucus vltracentrifugé
1 6,6 1,9
2 4,2 2,9
3 8 4,8
4 5,7 4,5

T




RYLEY expecforation ultra-centri- touble IgA mg/100ml | valeur moyenne
et coll. (1973) de 24 h., fugation 4 h, | “°Y 78 - 80 0 + 41 8
& 118000 g dimension O x4
SALVAGGIO ' . US ( 80 Watts
expectoration par sec) 10 sec
et coll.(1973) ] . . ’ IgA valeur moyenne
matinale cedr;::r;;::sahon EID | s p.g/m‘l 94,7 + 38,7
lyophilisation de 17 & 204 ug/ml
- DEUSCHL sécrétion endo- pas de ' 1,1a7,4
IDR lgA mg,/100m|
et coll. (1973) bronchique diluée traitement 7S g IgA/Alb moyenne 0,29
IgG/Alb moyenne 1,06
GUMP expectoration incubation
recueillie pendant | 20 mn & 56°C
et coll. (1973) 30 minutes centrifugation IDR lgA mg/100mg 60% 2,3
e s 75 .
dialyse de protéines

lyophilisation

: Immunodiffusion radiale
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cas examinés, provoque une perte dés IgA par rapport & la sérumalbumine et ce,
suivant une proporhon variable d'un mucus & I'autre. L'interprétation de cette
observation peut étre la suivante : les IgA seraient plus fortement- - lides que la
sérumalbumine aux mucines qui sedimentent lors de la cenfrifugofion & trés grande
vitesse. Cette technique de "liquéfaction® du mucus ne résoud pas le probleme
des interactions mucines-protéides et ne constitue donc pas une premidre &tape

intéressante si l'on veut effectuer des dosages.

II.F.1.b. Expression des résultats et signification :

- En plus des différences d'ordre méthodo-
logiques rencontrées lors de la comparaison de nos résultats avec ceux d'autres
auteurs, les unités employées pour |'expression des résultats varient notablement.
Ceci est important pour les résultats du dosage des IgA-globulines. Le  choix
comme solution étalon d'une pr éparation d'IgA sécrétoires 11 S est rare.

En outre, de nombreux auteurs donnent
une valeur moyenne des taux d'lgA, ce qui ne présente aucun intérét . Par ail-
leurs, nous avons insisté sur la nécessité de précautions lors du recueil de I'ex-
pectoration. Or, dans les travaux effectués, peu d'auteurs standardisent les con-
ditions de recueil des échantillons (Tableau [1.F.1.). Or un travail comparatif
ne peut étre effectué que sur des sécrétions recueillies & un moment fixe de la
journée pendant un court laps de temps.

" Une valeur de dosage d'IgA ou de sérum-
albumine ne peut avoir selon nous, une signification que si les conditions de
prélevement ou de recueil de la sécrétion sont indiquées, ainsi que: la méthode

utilisée pour préparer I'échantillon qui sert au dosage, la technique de dosage,

I'étalon employé pour la gamme, et la reproductibilité de I'ensemble des techniques

Dans ces conditions, les valeurs des dosages peuvent alors avoir une certaine si-
gnification et permettre de sulvre I'éwlution d'un malade ou I'action d'une thé-
rapeutique. i | '

H.F.2, Critiques de notre méthode :

Nous travaillons sur I'expectoration et
nous sommes donc génée par la contamination salivaire. L'expression des résultats
sous forme du rapport taux d'lgA/faux de sérumalbumine permet de minimiser ce
probléme Cerfes, pour éviter la contamination salivaire, il faudrait recueillir

la sécréhon endobronchique par broncho-asplrahon, mais ceci n'est pas possible
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dans le cadre d'un dosage de routine. En outre, dans ce cas, on peut &tre géné por
un phénoméné d'hypersécrétion réactionnelle qui fausserait les dosages. De plus,
bien souvent, les prélévements endobronchiques sont contaminés par du sang et ne
sont pas utilisables.

Notre méthode présente aussi d'autres
imperfections : |'étape d'échange ionique que nous sommes obligée d'effectuer
pour obtenir un extrait de mucus o les interactions mucines-protéidés sont détryi-
tes ne permet pa§ une récupération totale des IgA. Ainsi le fait que 40 p. 100
des IgA colostrales restent adsorbées sur I'Ecteola-cellulose aprés le passage du
tampon phosphate de sodium 0,01 M - NaCl 0,3 M, sans que l'on réussisse &
les éluer avec des tampons de molarité croissante en NaCl, permet de se poser
le question du pourcentage de récupération des IgA du mucus bronchiqu e. Néan-
moins nous pouvons considérer que, si nous ne récupérons pas toutes les IgA,

nous en éluons une proportion constante., car nous observons une bonne reproduc-

tibilité dans les dosages d'IgA.

En ce qui concerne la sérumalbumine
nous n'avons pas rencontré de probléme d'adsorption sur |'échangeur d'ions. Tou-
tefois, la reproductibilité des dosages effectués est beaucoup moins bonne que pour

les 1gA sans que |'on puisse encore en donner une explication satisfaisante.

11.F.3. Choix d'autres paramétres :

Avu début de cette étude nous avions choisi
la sérumalbumine comme témoin de la transsudation plasmatique et leslgA comme
témoins de la synthése active glandulaire. Apréslles résultats obtenus et les di-f-
ficultés rencontrées, nous pouvons nous demander si le choix d'autres paramétres

aurait été meilleur.

I1.F.3.a. Paramétressériques :

) La sérumalbumine a été choisie
parce qu'elle est le constituant sérique présent en plus grande quantité dans le

mucus bronchique.
Nous avons tenté uneestimation quan-|

titative de l'a.l -antitrypsine, mais les concehtraﬁons trouvées sont trés faibles (de




l'ordre de 1 & 5 mg /100 ml d'expectoration). Des essais de dosage ‘de‘ l'a]-gl.yi:o-
protéine acide n'ont pu &tre satisfaisants : la précipitation obtenue dans la tech-
nique des "rockets" ne fournit pas un pic net bien mesurable.

. Des essais de dosage de la transfer-
rine sérique sont en cours, mais nous ne pouvons pas encore déterminer si ce para-
metre pourra &tre retenu. |l faudrait notamment contréler I'action de I'homo-
généisation et de l'extraction par I'Ecteola-cellulose sur une solution de trans-

ferrine sérique purifiée.

11.F.3.b. Parametres sécrétoires :

En ce qui concerne l'activité spéci-
fique de synthese de la muqueuse bronchique, un autre pardméi‘reszpourrait Etre
envisagé, & savoir le dosage de la bronchotransferrine. Mais, plusieurs difficultés
ont été rencontrées au cours de la mise au point de ce dosage. Comme pour
les IgA et la sérumalbumine, nous avons voulu contréler le devenir d'une solution
riche en lactotransferrine humaine (qui constituerait la gamme étalon lors du do.-
sage de la bronchotransferrine), baprés action des ultra-sons et de la résine AG -
50 W x 2. La préparation enrichie en lactotransferrine que nous avons utilisée est |
la méme que celle qui a é1é utilisée dans les expériences du paragraphe 1.F.5
(p. 36 ):5 mg de cette préparation sont dissous dans 10 m] de tampon phosphate
de sodium 0,1 M de pH 7,0. 0,1 ml de cette solution constitue le témoin "lacto-
transferrine native". sur le volume restant, le protocole d'homogénéisation est
appliqué. 0,1 ml sont prélevés apréds I'action des ultra-sons. Le dosage de ces
différentes solutions par rapport & une gamme constituée par des dilutions crois~
santes d'une solution aqueuse de lactotransferrine montre , qu'aprés homogénéi-
safion, on observe une augmentation trés forte de la hauteur du pic de précipa-
tation (Fig. 11.F3.h.). Les calculs indiquent que la hauteur du pic ( 3 ) corres-
pond & une concentration 3,5 fois plus élevée que la concentration de la solu-
tion de départ (pic 1). En immunodiffusion radiale, nous observons également

une trés forte augmentation du diameétre de |'anneau de diffusion. Nous avons pu

démontrer que ce phénomane était d6 a I'action de la résine AG 50 W x 2 (pic 5
de la Fig. I1.F3.b). Il nous faut signaler que nous avons obtenu des résultats ana-
logues avec la lactotransferrine pure qui nous a été aimablement fournie par

Mademoiselle le Professeur SPIK.
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gamme . ._l‘ ., 2 3 4 5,

1 solution de lactotransferrine "native”.

2 solution de lactotransferrine aprés action des ultra-sons.

3 solution de lactotransferrine aprés action des ultra-sons et de la
résine AG50 Wx2,

4 solution de lactotransferrine "native".

5 solution de lactotransferrine aprés action de la résine A G50 Wx2.

( Immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine humaine ( Sébia ) ).

Figure I1.F.3 .b.ETUDE DE L'ACTION DE L'HOMO GENEISATION SUR
UNE SOLUTION DE LACTOTRANSFERRINE HUMAINE ,




Les résultats observés en électro-immunodiffusion et en
immunodiffusion radiale nous ont amenée & rechercher une éventuelle différence de masse
molaire entre la lactotransferrine native et la lactotransferrine "homogénéisée” . Des
électrophoréses effectuées en gel de polyacrylamide & 10 p. 100 en miliev SDS
(technique de LAEMMLI , 1970 ) ne mettent en évidence aucune différence de masse
molaire.

Nous avons également appliqué la technique présentée au
paragraphe 1.F.5. (p : 36 ) qui associe une premigre dimension en électrophorése sur
plaque de " Gradipore" * & une deuxidme dimension classique de la technique d'immuno-
électrophorése bidimensionnelle. Nous avons comparé , avec cette technique, la solu-
tion de lactotransferrine native et la solution de lactotransferrine soumise & I'action
de la résine cationique. Aprés coloration des plaques’, aucune différence n'est mise
en évidence : les deux solutions ont migré de manidre identique dans le gradient de
polyacrylomide. A la suite de ces deux expérimentations, nous pouvons donc conclure
qu'il n'y a pas de différence importante de masse molaire entre la lactotransferrine - |
native et la lactotransferrine " homogénéisée ",

Nous pouvons avancer une autre hypothése : la résine
cationique AG 50 Wx2 détacherait un peptide ou un glycop.epfide basique de la molé-~
cule de lactotransferrine; ceci provoqueraif‘un réarrangement de la molécule qui
diffuserait plus facilement dans un milieu gélifié. Le réarrangement de la molécule
pourrait, ou bien, avoir pour conséquence le démasquage d'ﬁn ou plusieurs sites
antigéniques " cachés " dans la molécule de lactotransferrine native : il serait alors
possible d'expliquer I'obtention d'un pic de précipifﬁtion bien plus élevé en électro-
immunodiffusion et d'un anneau de précipitation bien supérieur en immunodiffusion |
radiale . Il ne s'agit la que d'une hypothése, qui est cependant étayée par l'observation
de la différence de migration électrophorétique en plaque d'acrylamide-agarose
(Indubiose ) témoignant de la différence de charge de ces constituants : la lacto-
‘transferrine soumise au protocole d'homogénéisation posseéde une mobilité électropho-
rétique,a pH 8,6 plus gfcnde que celle de la lactotransferrine native.

Les difficultés rencontrées lors de nos essais sur la lacto-
transferrine empéchent , tant qué nous n'avons pas d*explicaﬁon précise des phénoménes
observés, la mise au point du dosage de la bronchotransferrine : '

les dosages de ce constituant ne peuvent , en effet , &tre effectués actuellement que par
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rapport & une gamme étalon de la lactotransferrine puisque la bronchotransferrine
n'a pas encore été préparée & I'état pur. De plus, les particularités observées
pour la lactotransferrine aprés l'action de la résine cationique sont égaleme nt
renconfrées pour la bronchotransferrine qui présente en plaqué d'acrylamide
agarose, les mémes caractéristiques électrophorétiques que la lactotransferrine
"homogénéisée". ,

.. F.3.c. Bilan :

D'aprés nos résultats, les IgA-glo-
bulines du mucus apparaissent acfuellehent comme les seuls témoins de I'acti-
vité de synthese glandulaire qui puissent &tre dosés valablement par les méthodes
dont nous disposons. La transferrine sérique,pourrait, sans doute,&tre substituée & k
sérumalbumine, qui reste néanmoins un paramétre témoin intéressant de la trans-
sudation. Molgré leurs imperfections, les méthodes d'homogénéisation et de do-
sage que nous avons mises au point peuvent &tre appliquées & la sécrétion bron-
chique pour suivre chez un méme malade, I'évolution du taux d'lgA et de la

sérumalbumine au cours d'épisodes infectieux ou d'interventions thérapeutiques.

I1.G. Prem idres corrélations entre études rhéologiques et biochimiques

et fonction d'épuration de la sécrétion bronchique :

I1.G.1. Relations des protéides et mucines bronchiques

avec les propriétés rhéologiques : |
B Das 1973, (DEGAND et coll. ; HAVEZ
et coll. ; PUCHELLE et coll.), ces relations ont &1é étudiées pour 21 mucus de

bronchiteux chroniques. Les premiers résultats permettaient de mettre en évidence
le réle prédominant des IgA de la sécrétion sur les caractéres visco-élastiques de -
I'expectoration. Une relation significative est observée entre la sérumalbumine et
la viscosité. }

| Parmi les différents types de mucines
identifiés, seules les sialomucines, de caractére poly anionique type carboxylique,
sont trés fortement corrélées avec les variables rhéologiques reflétant la viscosité

et I'élasticité des expectorations. Les sulfomucines et les fucomucines ne semblent
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pas intervenir de fagon significative sur les propriétés visco-élastiques de ces

sécrétions.

1. G.2. Etude rhéologique et biochimique de la sécrétion

bronchique ; lien avec I'état infectieux bron-

chique et la fonction respiratoire :

Aprés la premiére confrontation, une
analyse des expectorations sur le plan cytologique, rhéologique et biochimique
est réalisée (PUCHELLE et coll., 1974) afin de connaitre les mécanismes suscep-
tibles d'expliquer les variations des profils rhéologiques des sécrétions, en liaiso‘n‘
avec |'état local d'infection bronchique. Les 18 bronchitiques chroniques retenus
ont &té classés en deux groupes : '

1°) 7 bronchitiques chroniques non surin-
féctés

2°) |1 bronchitiques chroniques surinfectés

Dans le premier groupe, le taux d'lIgA est

généralement élevé (2> 170 mg/100 ml), pour la sérumalbumine des valeurs faibles
(< 15 mg/100 ml) sént observées. Le rapport IgA/sérumalbumine est donc élevé
(9. '

Dans le deuxiédme groupe, le taux d'IgA

est plus faible(<150 mg/100 ml) alors que le taux de sérumalbumine est plus élevé
(225 mg/100 ml). Le rapport IgA/sérumalbumine est ici plus faible (<3).
v Les variations dissociées du taux d'IgA
et de la sérumalbumine pourraient alors expliquer, dans one large mesure, les
m odifications du profil rhéologique observées au cours de ['infection bronchiqué.
L'état d'inf‘ecfion\ bronchique s'accompagne d'un accro_issemeht de la viscosité
des sécrétions lié & la transsudation de constituants sériques, telle que la sérum-
albumine, et d'une diminution de I'élasticité en relation avec une synthése moins
active des IgA. Cetie étude mettrait en évidence un lien entre &lasticité et taux
d'IgA, viscosité et taux de sérumalbumine. _
| Ces observations .ont été complétées par
les données relatives & la morphologie bronchique dans le but de préciser dans

quelle mesure les analyses effectuées reflétent un état pathologique de la bronche. L




Tableau 1.G.2,

ESSAIS DE CORRELATION ENTRE : TAUX D' IgA ET TAUX DE SERUMALBUMINE , VALEUR DU RAPPORT

" IgA / Sérumalbumine ET NOMBRE D'EPISODES DE SURINFECTION POUR CING MALADES .

S : ' : IgA Nombre d'épisodes
Malade IgA ( mg/100ml) | Sérumalbumine ( mg/100ml) ; » ,
: Sérumalbumine de surinfection pendant
les 3 derniéres années. .
1 435 5 87 0
2 173 4 43 2
3 103 138 0,74 5
4 88 10 8,8 6
5 69 25 2,7 13

N,
L
308
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Dans le premier groupe, la plupart des malades pré-
sentent des images bronchographiques sub-normales. Dans le second groupe,
_hormis un malade, on note que tous présentent des remaniements et de_s défor-
mations bronchiques marquées. Donc, dans |'ensemble, le degré de gravité des
déformations et décalibrations bronchiques semble aller de pdir avec une
diminution du taux d'IgA et , surtout, avec un abaissement du rapport taux d'IgA

/ taux de sérumalbumine.

} Plus récemment, ( PUCHELLE et coll., 1975), chez
cinq malades dont |'état clinique a &été régulidrement suivi au cours d'une période
de trois ans précédant le bilan, le nombre d'épisodes de surinfection a &té
confronté aux taux d'lgA et de sérumalbumine et au rappoff IgA / sérumalbumine
obtenu ( Tableau 11.G.2. ). On observe une relcmon entre taux d'IgA et
surtout, sauf dans le cas du malade n° 3, entre rapport IgA / sérumalbumine
et le nombre d'épisodes de surinfection. La diminution marquée de la synthése
d'igA et l'ougmentatfon de la perte de sérumalbumine par trdnssudoﬁon dans la

“bronche refléte donc |'état non fonctionnel de la muqueuse bronchique,_k expliquant
au moins en partie, la sensibilité locale .au>'.< infections des malades bronchif.iques.
Ces premlers résultats confirment I'intérét de la confrontation des analyses

| bnochlmlques et rhéologiques. Ces analyses peuvent apporter des renseignements

mtére;sanfs sur les mécanlsmes pouvant engendrer |'obstruction bronchique et

sur les stades évolufi'fs de la maladie. L'utilisation de ces différents criteres

~ peut permettre d'apprécier |'état fonctionnel de la sécrétion d'un sujet .




CONCLUSION

Notré travail s'inscrit dans le cadre de 1'étude de la sécrétion
bronchique humaine dont l'orientation actuelle est la mise en évidence des rela-
tions entre les propriétés rhéologiques de I'expectoration, la teneur en protéides
et I'importance des différentes classes de mucines . Cette confrontation est réa-
lisée dans le but d'apprécier |'état fonctionnel de la sécrétion d'un malade.

Nous nous sommes limitée & I'étude des constituants protéiques
de |'expectoration. Eiant donné que la sécrétion normale ne peut &tre obtenue
en quantité suffisante, nous avons travaillé sur I'hypersécrétion et plus particulig-
rement sur |'expectoration de bronchitique chronique, qui n'est cependant qu'un
reflet plus ou moins fidele de la sécrétion présente dans |'arbre bronchique.

Le mucus bronchique est un milieu biologique complexe : ‘
il est caractérisé par son hétérogénéité macroscopique et ses propriétés rhéologiques
de visco-élasticité. Celles-ci sont dues & |'organisation fibrillaire du mucus qui
repose sur les interactions existant entre mucines et protéides. Toutes ces carac-
téristiques sont autant d'obstacles & I'utilisation des techniques courantes d'ana-
lyse biochimique. Il a donc été tout d'abord nécessaire de détruire I'architecture
fibrillaire du mucus. Rejetant I'emploi de la réduction des ponts disulfures dont
['action sur la viscosité du mucus est bien connue mais qui modifie particulidrement
les protéines du mucus, nous avons choisi d'éliminer les mucines acides et d'ex~
traire les protéides par échange ionique en utilisant |'Ecteola~cellulose. Dans
le tampon employé, les mucines acides restent fixées sur I'échangeur et I'ensemble
des autres constituants non acides est élué,

Nous avons ensuite entrepris |'étude de I'extrait de mucus ,
en effectuant , tout d'abord, I'identification des constituants par leurs caractéres
immunologiques, puis un fractionnement en chromatographie de gel-filtration.

La technique d'immunoélectrophorése bidimensionnelle
appliquée & I'extrait de mucus nous a permis de progresser dans I'identification

des constituants protéiques du mucus. Par I'emploi d'un immunsérum de Lapin
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anti-sérum humain total, nous identifions quinze protéides sériques. Nous avons

analysé les particularités de quelques~uns de ces constituants, notamment de

l'a1| ~antitrypsine qui, dans la plupart des mucus étudiés, apparait sous la forme
d'un arc & double courbure. L'étude plus approfondie de ce constituant ainsi que
celle des autres inhibiteurs de protéases présents dans le mucus ,. l'c«1 -antichymo-
trypsine et l'az-mccroglobuline , sera intéressante pour la connaissance des
mécanismes de défense de la bronche.

Nous avons ensuite entrepris |'identification des constituants.
de type sécrétoire & |'aide d'immunsérums anti-sécrétions , et en particulier,
d'immunsérums de Lapin anti-mucus bronchique préparés au laboratoire.

L' immunsérum de Chévre anti-lait permet de révéler les IgA sécrétoires et la
bronchotransferrine dont les caractéres antigéniques sont communs & ceux de la
lactotransferrine. L'immunsérum de Lapin anti-salive de parotide et |'immunsérum
de Cheval anti-salive totale mettent en évidence I'amylase et quatre autres
constituants non encore identifiés, dont deux présentent une activité estérasique.
Par I'emploi des deux immunsérums de Lapin anti-mucus bronchique, deux autres
constituants inconnus sont mis en évidence.

Ainsi, parmi les protéides sécrétoires révélés par les tech-
niques immunologiques, plusieurs restent & identifier, et leur réle biologique
reste & découvrir. De plus, la question de I'existence de constituants spécifiques
de la sécrétion bronchique humaine n'est pas encore définitivement résolue.

Ensuite, nous avons abordé le fractionnement de l'extrait
de mucus. Il a été effectué par chromatographie de gel-filtration sur une
colonne de Sepharose 6 B , et les six fractions obtenues ont été étudiées. Nous
avons constaté que la derniére fraction de |'éluat contenait , comme composant
majeur, le lysozyme dont la composition‘en acides aminés présente les caracté-
ristiques de celles des lysozymes isolés d'autres sécrétions humaines.

A la fin de ce bilan, nous soulignons I'importance des IgA
globulines de la sécrétion bronchique, qui sont dans leur majorité des IgA 11 S
et dont une étude plus approfondie serait intéressante : elle permetirait de
déterminer si ces IgA présentent les m&mes particularités que les IgA colostrales
humaines qui sont bien connues maintenant ( composition en acides aminés et

en sucres, propriétés chimiques, assemblage moléculaire identique (IgA)2+SC+J ).
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Enfin, en appliquant avec 'immunsérum de Lapin anti-sérum
humain total, la fechnique d'immunoélectrophorése bidimensionnelle & quelques
sécrétions particuliéres, nous avons démontiré |'apport de cette technique qui

fournit un bilan global intéressant des protéides du mucus bronchique,

Aprés avoir constaté les variations de composition biochimi-
que qui peuvent exister d'une sécrétion bronchique & l'autre, nous abordons

dans la deuxiéme partie , l'estimation quantitative de certains constituants

protéiques du mucus. Un paramétre sérique , |c'sérumc|bumine, et un paramétre
sécrétoire , les IgA-globulines, sont choisis. Nous disposons d'une technique

de dosage précise et fiable , |'électro~immunodiffusion, & laquelle quelques
adaptations ont d§ &tre faites pour qu'elle soit applicable au mucus bronchique.
La préparation des gammes étalons adéquates ( IgA 11 S ) est effectuée. Seuls
subsistent les problémes techniques dus au caractére hétérogéne et visqueux du
mucus : toute volumétrie correcte est impossible. Il a donc été nécessaire de
metire au point une technique d'homogénéisation du mucus bronchique, car les
protocoles proposés par d'autres auteurs ne sont pas entidrement satisfaisants:

L'utilisation des ultra-sons associée & l'action d'une résine
cationique s'est avérée une technique valable d*homogénéisation du mucus. Mais
les phénomeénes qui se déroulent lors de ce processus ne sont pas encore connus.
Néanmoins, |'abaissement des valeurs de la viscosité et de la recouvrance élas-
tiqgue démontre l'efficacité de cette méthode. Nous obtenons un milieu dont la
mesure volumétrique est correcte. Nous avons contrdlé, sur une solution d'lIgA
colostrales et une solution de sérumalbumine , que I'homogénéisation respecte
les caractéres immunologiques de ces constituants et que I'assemblage molécu-
laire des IgA sécrétoires n'est pas détruit.

Cependant, aprés homogénéisation du mucus, des interac-
tions mucines-protéides , qui sont génantes au cours des techniques électropho-
rétiques que nous comptons utiliser pour les dosages , subsistent.La libération
des protéides de ces interactions est donc effectuée avec I'Ecteola~-cellulose et
nous obtenons un extrait de mucus utilisable dans les techniques courantes
d'analyse. La reproductibilité de notre méthode est essayée que ce soit pour
I'homogénéisation ou pour l'extraction par I'Ecteola-cellulose. Les résultats

sont, dans I'ensemble, satisfaisants. Lors d'expériences de surcharge de mucus,




en IgA colostrales ou en sérumalbumine, nous avons renconiré un certain nombre
de difficultés : la récupération des quantités de protéide ajoutées n'est pas
totale, notamment les IgA colostrales utilisées restent partiellement adsorbées
sur I'échangeur d'ions. Or nous ne pouvons déterminer le comportement des

IgA du mucus dans ces conditions. Néanmoins, d'aprés les essais de reproducti-
bilité que nous avons effectués, nous pouvons considérer que nous dosons, dans

les extraits de mucus, une proportion constante des IgA présentes et que notre |

méthode est donc utilisable pour une estimation quantitative dans la mesure ob
I'on indique les limites de cette estimation.

Malgré leurs imperfections, 1'homogénéisation et les dosages
que nous avons mis au point peuvent permettre une étude quantitative de para-
mé&tres intéressants pour définir I'aptitude fonctionnelle de la muqueuse bron-
chique d'un sujet et en particulier I'évolution du taux d'IgA et de sérumalbumine
au éours d'épisodes infectieux ou d'interventions thérapeutiques.

Mais, un travail comparatif ne peut étre effectué que dans
la mesure ol certaines précautions sont prises. En effet, nous avons moniré que
les sécrétions doivent &tre recueillies & un moment précis et fixe de la journée,
pendant un court laps de fémps, les sécrétions de la toilette bronchique étant

éliminées. Les techniques utilisées pour I'homogénéisation et le dosage doivep

toujours étre les mémes au cours de la réalisation d'un travail comparatif.
Pour I'expression des résultats, il est pratiquement impossible de déterminer une

valeur moyenne normale d'lgA et de sérumalbumine. L'établissement du rapport

taux d'lIgA/ taux de sérumalbumine semble plus exact pour que puissent tre
définies & la fois I'activité de synthése locale et I'importance de la transsudation
plasmatique au niveau de la bronche. Peu de travaux effectués sur la sécrétion
bronchique tiennent compte de ces aspects.

Enfin, nous avons présenté les premidres corrélations
établies entre |'étude biochimique, I'étude rhéologique de |'expectoration et
I'état fonctionnel de la bronche. Les résultats acquis montrent 1'intérét de ces
analyses qui peuvent apporter des renseignements sur les mécanismes de |'épu-
ration bronchique et sur les stades évolutifs de la maladie. L'ensemble de ces
études pourra donc permettre d'apprécier |'état fonctionnel de la sécrétion

d'un sujet.
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| ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMMUNOELECTROPHORETIQUE SUR
LAME DE GEL SEMI-SOLIDE D'AGAR OU D'AGAROSE (TECHNIQUE DE
SCHEIDEGGER, 1955)

| . A - Electrophorése en lamesd'agar :

Le support est un gel d'agar (spécial Agar noble Difco) &
0,2 p. 100 en tampon véronal de pH 8,2 et de force ionique j.L= 0,1:

Véronal sodé ; 79,3 g
HCI N 115 ml
Eau désionisée q.s.p. 51

La clarification de ce mélange est effectuée au bain marie

bouillant.

I . A.1 : Préparation des lames :

3 ml d'agar & 0,9 p. 100 sont coulés sur une lame
de verre de 7,5 x 2,5 cm. Aprés refroidissement, une fente de 3 mm de largeur,
20 mm de longueur, est pratiquée @ 2,5 cm du  bord qui sera placé du cdté de

la cathode.

I. A.2 : Migration électrophorétique :

La cuve & électrophorése utilisée peut recevoir 8
lames. L'électrolyte est le tampon véronal de pH 8,2. Une épaisseur de papier
Whatman n°1 assure le contact entre les lames et le tampon. Les dépdts des
échantillons sont effectués aprés |'établissement d'une différence de potentiel
de 20 volts aux extrémités de la lame, elle est maintenue pendant 2 h 30.

I. A.3 : Fixation :

La fixation des protéides dans le gel est effectuée

Kl

pEndont 4. b ol snintmum guns 10 DUIILT.. . e o i oo S Al s S b ol
alcool absolu 600 m|
eau désionisée 400 ml

acide acétique RP° 20 ml

Puis, les lames.sont séchées sous papier Whatman n°3.

-
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I. A.4: Colorations :
2 types de colorations sont utilisés :
- coloration des protéines par |'Amidoschwarz

(AS) @ 1 p. 100 en solution méthanol-acide acétique

- coloration par le réactif de Schiff aprés

oxydation periodique (PAS) pour les glycoprotéines (BISERTE, 1957).

I. B - Immunoélectrophorése en lames d'agar :

Cette technique associe une migravfion électrophorétique et
une identification immunologique. Le support et I'électrolyte sont les mémes que
précédemment. Les dépdts sont réalisés dans des trous effectués & 2,5 cm de
I'extrémité de la lame. La migration électrophorétique est effectuée dans les
mémes conditions que précédemment. A la fin du temps de migration, une gout-
tiere est pratiquée dans I'agar & équidistance des trowspour recevoir |'immunsérum.
La diffusion des antigénes et des anticorps dure de 24 & 48 h dans une bofite &
diffusion & température ambiante. Les lames sont ensuite lavées dans du sérum
physiologique pendant au moins 4 heures, séchées, lavées sous eau courante pour
éliminer |'excés d'anticorps et de protéides non précipités. Aprés séchage sous

papier Whatman n°3, les colorations sont effectuées de la méme fagon que pour

les électrophoréses (1 . A . 4).

|. C - Electrophorése en lame d'agarose (pour |'étude des mucines) :
op g P |

Le support est un gel d'agarose & 0,9 p. 100 dans le mé&me
tampon véronal de pH 8,2. La préparation des lames est identique & celle des
lames d'agar (I . A.1). La migration électrophorétique s'effectue pendant 1 h
sous une différence de potentiel de 20 volts aux extrémités de la lame. A la
sortie de la cuve d'électrophorése, la fixation des proteides différe selon la co-
loration que l'on désire effectuer : '

- dans le bain - alcool absolu

- eau désionisée

- CH3COOH (voir 1.A.3.,p.T.1.)

$i la coloration est faite par I'Amidoschwarz, ou par le réactif de Schiff aprés

oxydation periodique.

- dans une solution & 0,1 p. 100 de Cetavlon (bromure

de cétyl-triméthyl ammonium) (VANARKEL et coll., 1963) si la coloration est
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faite par le bleu de toluidine faible (40 mg/100 m| mélange acétone-eau désio-
nisée (4/1)) ou fort (400 mg/100 m| du m&me mélange).

Il TECHNIQUES D'ELECTROIMMUNODIFFUSION

Les différentes techniques se rattachant & I'électroimmunodiffusion
(EID) que nous avons utilisées sont :

- I'immunoélectrophorése en double dimension avec ses vari-
antes permettant |'identification des différentes plages de précipitation obtenues.

- la technique des "rockets" qui est une technique de dosage
immunologique. :

- la technique dite de prédiffusion qui lors d'un fractionnement
en milieu liquide permet le repérage d'un protéide.

Le principe de ces méthodes est le méme : il s'agit de la mi-
gration électrophorétique d'antigénes (Ag) dans un gel contenant des anticorps
(Ac) et de l'obtention d'une précipitation immunologique spécifique de ces an-
tigénes avec les anticorps précipitants correspondant. La surface comprise dans
I'arc de précipitation est proportionnelle au rapport Ag/Ac. |l faut choisir des
conditions électrophorétiques telles que les molécules d'anticorps ne se déplacent
pas dans le gel tandis que les molécules d'antigénes migrent en fonction du cou-

rant,

Il. A - Equipement, réactifs (d'aprés WEEKE, 1973):

II. A.1 : Equipement particulier & I'EID :

~

- Cuve d'électrophorése & évaporation limitée, pos-

sédant un systeme de réfrigération (modeéle MECAPLASTIC). La réfrigération est
obtenue par une circulation d'eau ( environ 15°C).
-Plaques de verre : 2 tailles sont nécessaires :

$2 11 %x0,2cm et 10 x10%0,2 cm

Avant I'utilisation, les plaques sont nettoyées dans
un bain de MUCAPUR (Block), puis sont rincées sous eau courante et essuyées

avec un linge non pelucheux.
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- Contacts électriques : ils sont obtenus par 5 épais-

seurs de papier Whatman n°1, découpé aux dimensions : 6 x 10 ou 11 cm suivant
la plaque utilisée. Le courant doit suivre la direction des fibres du papier.
- Bain marie réglé & 55°C

- Plan horizontal : trépied réglable muni d'un niveau

a bulle, indispensable pour |'obtention d'un gel d'épaisseur uniforme.

- Source d'air chaud : nécessaire lors du séchage des

plaques d'agarose.
1. A.2 : Réactifs :

Il. A.2a : Tampon :

Tampon véronal pH 8,6 :
Véronal sodé 20,6 g
Véronal acide 449

Eau désionisée q.s.p. 5|
M= 0,02
Les pdles sont inversés aprés chaque migration et le

tampon doit &tre changé aprés 3 utilisations.

1. A.2b : Agarose :

Agarose Indubiose A 37 (Industrie Biologique Fran-
caise) a 1 p. 100 dans le tampon véronal de pH 8,6. L'agarose est préparé au
bain marie bouillant jusqu'a clarification, puis gardé liquide dans le bain marie
a 55°C. S'il n'est pas utilisé dans les 10 heures qui suiyent, 'agarose est con-
servé a +4°C.

I1. A.2c : Immunsérums:

|
|

Immunsérums commerciaux : Behring, Nordic, Kallestad,

Technicon et immunsérums préparés au laboratoire (voirp. T.14).

I1. A.2.d : Bains de lavage :

Ils sont réalisés dans du sérum physiologique @ 0,9

p. 100.
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Il . A.2e : Colorant :

Coomassie Brillant Blue R (Gurr) 5g¢g

Ethanol 95 p. 100 450 ml
Acide acétique RP 100 ml
Eau désionisée 450 ml

I1. A.2f : Décolorant :

Mé&me composition que le solvant du colorant.

Il. B. - Technique d'immunoélectrophorése en double dimension :

Cette technique est réalisée selon le principe présenté par

LAURELL (1965) et repris par CLARKE (1967).

Il. B.1 : Premiére dimension :

15 ml d'agarose sont coulés sur une plaque de verre,
de dimensions 11 x 9 x 0,2 cm (épaisseur du gel : 1,5 mm). Aprés gélification,
4 fentes ou puits sont réalisés comme il est indiqué sur la figure Il. B a I'aide
de trocarts (des dépSts de 50 ul peuvent étre faits dans des fentes de 3 mm sur
15 mm, de 20 ul dans des puits de diamétre 4 mm, de 8 & 9 _ul dans des puits
de 3 mm de diamétre). 4 dépdts d'échantillon peuvent étre effectués sur une
mé&me plaque. Aprés avoir laissé diffu;ser les échantillons jusqu'd ce que les trous
ou fentes soient vides, on rebouche avec de |'agarose maintenu & 55°C dans le-
quel est ajouté du bleu de Bromophénol comme témoin de migration. Les ponts
de papier sont mis en place et une différence de potentiel de 100 volts est appli -
quée aux bords de la plaque de la cathode vers I'anode pendant 75 minutes envi-

ron (le témoin doit atteindre I'extrémité de la plaque).

I[lI. B.2 : Transfert de la bande d'agarose :

Aprés la migration électrophorétique, la plaque est
retirée de la cuve et découpée selon la figure 11 . B . Une bande de 5 mm est
éliminée le long des quatre cdtés de la plaque. La gélose restante est divisée en
quatre bandes de ‘2 cm de large, dans le sens de la longueur. Chacune de ces
bandes est transférée & |'aide d'une grande lame de rasoir sur le bord d'une pla-
que de verre de dimensions 10 x 10 x 0,2 cm (figure Il. B).. Cette bande sera le

cdté cathodique lors de la deuxigme migration.
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Il. B.3 : Deuxi@dme dimension :

12 ml| d'agarose maintenusa 55°C sont soigneusement
mélangés & la quantité d'immunsérum choisi (cette quantité peut varier de 10 il
a 500 J)J suivant les immunsérums utilisés, suivant le dépdt effectué). Puis ce
mé lange est coulé sur la surface restante de la plaque (épaisseur uniforme : 1,5
mm). Aprés gélification, la plaque est placée dans la cuve & électrophorése ;

les ponts de papier sont disposés, une tension de 35 volts est appliquée aux

bords de la plaque (de la cathode vers I'anode) pendant 16 heures.

II. B.4 : Elimination des protéines non précipitées aprés im-

munoé lectrophorése :

- "Ecrasement" :

A la sortie de la cuve & électrophorése, les trous ou
fentes sont remplis avec de |'eau désionisée pour éviter leur éclatement lors de
I'écrasement. Le gel est ensuite recouvert d'une feuille de papier filtre puis
d'une épaisseur de 1 cm de papier de cellulose (papier Lotus). Une pression
uniforme. est exercée pendant 45 minutes & |'aide de plaques de verre
placées au-dessus du papier de cellulose.(masse des plaques, environ: 1 kg.)

- Lavage :

Le papier filtre est soigneusement retiré, les plaques

sont ensuite placées 30 minutes dans.un bain de sérum physiologique puis 15 mi-

nutes dans un bain d'eau désionisée.
I1. B.5 : Séchage :

" Les plaques sont recouvertes d'un papier filtre et

séchées sous courant d'air chaud.

Il. B.4 : Coloration et décoloration :

Coloration : 10 minutes

Décoloration : bains successifs jusqu'd transparence
du fond de la plaque. La plaque est séchée sur papier filtre & la température du

laboratoire.
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I1.C : Techniques d'identification des plages de précipitation avec

modification de la technique de double dimension :

Il. C.1 : Par utilisation de protéines purifiées et identifiées :

1. C.la: Technique du "tandem" (KROLL, 1968-
1969)

Un dépdt supplémentaire est effectué 1 cm
en avant du dépdt de I'échantillon (figure Il. C.1a). Ce dépdt est constitué
d'une solution du protéide pur et identifié, dont on soupgonne la présence dans
['échantillon. Toutes les opérations ultérieures sont effectuées de la méme fa-
gon que pour la double dimension ordinaire. Si le protéidepur déposé en avant
de I'échantillon lors de la premiére dimension ést présent dans cet échantillon
et révélé par I'immunsérum utilisé, nous aurons un dédoublement de |'arc de
précipitation spécifique de ceprotéide pur . (Fig. voir dans le texte p.15 ).
Cette technique peut &tre utilisée également pour des dépdts de deux solutions
contenant plusieurs Ag et permet une comparaison directe des diagrammes de

double dimension.

I1. C.1b : Absorption d'immunsérum :

Les quantités de protéides utilisées pour ef- |

fectuer les épuisements d'un immunsérum varient suivant que |'on effectue un |
épuisement par un seul protéide ou par plusieurs protéides : pour un protéide

pur 1 mg pour 0,5 m!| d'immunsérum suffit, pour un mélange de plusieurs protéides |
2 mg pour 0,1 ml d'immunsérum peuvent &tre nécessaire. Lesproportions dépendant |
également de la quantité d'anticorps contenus dans |'immunsérum & saturer. Les
protéines sont mises en contact sous agitation avec |'immunsérum pendant 2 heures..
& 37°C. Le mélange est refroidi 1 heure & 4°C et centrifugé & 1 500 tours/mn |
pendant 10 mn pour éliminer le précipité cnfigéné-anticorps formé. La saturation J
de I'immunsérum est toujours contrdlée par immunoélectrophorése. :

1. C.2 : Par utilisation d'immunsérums monospécifiques :

IlI. C.2a : Comparaison directe d'un diagramme ob- ‘

tenu avec un immunsérum spécifique et d'un diagramme obtenu pour le méme
échantillon avec un immunsérum plurispécifique. Seuls deux échantillons ayant
migré en méme temps en premiére dimension peuvent &tre comparés en super-

posant les 2 plaques obtenues aprés la deuxiéme dimension.
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Il. C.2b : Technique du gel intermédiaire (AXELSEN, 1972)

Les modifications techniques interviennent & partir
de la réalisation de la deuxi@éme dimension. En effet, au lieu de couler le
mélange agarose + immunsérum sur ko urfce restante de la plaque, on opére en
2 temps : tout d'abord on coule 3 ml d'agarose contenant I'immunsérum spécifi-
que sur une bande de 2 cm de large le long de la bande de la premiére dimension
(voir figure I1. C.2b). Ceci forme'le gel intermédiaire. Puis la surface restante
est recouverte de 9 ml d'agarose contenant |'immunsérum plurispécifique. Ce
gel constitue le gel de référence. La deuxiédme dimension et le reste de la ma-
nipulation sont effectués selon le protocole classique. Le diagramme obtenu dans
le gel de référence est comparé avec le diagramme obtenu & |'aide du méme
immunsérum sans utilisation d'un gel intermédiaire (plaque témoin). L'appari-
tion d'un arc dans le gel intermédiaire en méme temps que la disparition ou di-
minution de haut eur d'un arc dans le gel de référence par rapport & la plaque

témoin permet |'identification de cet arc (voir dans le texte p.12 ).

Il. D. - Technique d'électroimmunodiffusion en rockets : technique

de dosage :

II. D.1: Préparation du gel :

15 m| d'agarose gardés & 55°C sont mélangés & la
quantité choisie d'i mmunsérum spécifique. Ensuite le mélange est coulé sur une

plaque de 11 x 9 x 0,2 cm (épaisseur du gel : 1,5 mm).

II. D.2 : Réalisation des puits de dépdts : .

14 puits équidistants de 7 mm peuvent &tre faits dans

le sens de la longueur de la plaque (Figure Il. D.2).

I1. D.3 : Dépdts des échantillons :

Aprés avoir disposé les ponts de papier, on applique
une différence de potentiel de 30 volts aux bords de la plaque (cathode vers
anode). Cette différence de potentiel est maintenue pendant 18 heures. Des
dépdts de 3 /JJ sont effectués sous courant. Des dilutions (5 au moins) de la
gamme témoin sont déposées en commengant par la dilution la plus forte avec une

microseringue Hamilton de 10 pl. Puis & la suite, chacun des échantillons &
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doser est déposé. Aprés la migration électrophorétique, les opérations d'élimi-
nation des protéines non précipitées, de séchage, de coloration et décoloration

sont identiques & celles décrites pour la double dimension (ll. B.4, 5, 6, p.T.7.)

Il. D.4 : Exploitation des résultats :

L'aspect obtenu pour les pics est celui d'une fusée
d'cy le nom de "rocket". En fait pour qu'une mesure soit valable, il faut que
la forme du pic soit celle d'un triangle isocéle & sommet aigu. On peut alors
utiliser la hauteur de ces pics & la place de la surface pour une mesure quanti-
tative (hauteur mesurée & partir de la limite anodique du trou de dépdt)(Fig. ||.D.4;f
On trace la courbe obtenue en portant en abscisse la concentration d'antigénes |
en mg/100 ml et en ordonnée, la hauteur des pics en millim&tres. Pour une gam-
me correcte on obtient une droite ou une coutbe trés légérement incurvée. Pour
déterminer la concentration inconnue d'un antigéne, il suffit de reporter la
hauteur du pic correspondant sur la courbe obtenue & partir de la gamme. La

hauteur des pics doit &tre comprise entre 0,5 cm et 5 cm pour avoir des résultats

reproductibles.

Il. E - Technique d'électrojmmunodiffusion avecprédiffusion de 1

['antigéne (SVENDSEN, 1970) :

Cette méthode a été mise au point pour étudier la distribution

de protéides dans les fractions d'un éluat chromatographique.

I[1. E.1 : Mode opératoire :

- 15 ml d'agarose & 1 p. 100 sont coulés sur une
plaque de 11 x 9 x 0,2 cm. Aprés gélification, des puits de 3 mm de diamétre
sont réalisés suivant la figure fl. E.1 (puits distants de 5 mmsur 2 lignes, en
quinconce ) . A 5 mm au dessus de la ligne supérieure, on coupe le
gel & I'aide d'une grande lame .de rasoir et on élimine la partie supérieure du
gel ; on le remplace par 12 m| d'agarose contenant les Ac (antisérum plurispéci-
fique ou monospécifique). 8/.:J de chaque fraction de I'éluat (ou de 1 fraction
sur 2) sont déposés dans les trous, suivant le méme ordre que celui dans lequel
elles sont collectées. On laisse diffuser de 30 & 60 minutes & température du |
laboratoire, puis on effectue la migration dans les mémes conditions que pour

les rockets. Les opérations qui suivent la migration électrophorétique sont iden- |
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tiques & celles indiquées pour la double dimension (Il. B.4, 5, 6, p.T.7).

Il. E.2 : Interprétation :

Pour chaque antigéne de ['échantillon une ligne
continue de précipitation est formée dans le gel contenant les anticorps (voir

figure dans le texte, p.22).

11 PREPARATION DES IMMUNSERUMS

Des immunsérums anti-salive de parotide et anti-fractions de mucus

ont été préparés chez desLapins.

Il. A -Jour O :

0,2 4 0,5 mg de protéines sont dissous dans 0,25 m| de sérum
physiologique. On y ajoute 0,25 ml d'adjuvant de Freund complet.

Ce mélange est réparti en 10 injections intradermiques abdo-

minales.
IHl. B - Jour 21 :

Une injection intra-musculaire de 1 mg de protéines dissous
dans 0,5 ml de sérum physiologique auquel on ajoute 0,25 ml d'adjuvant de

Freund complet.

€ b 28 s

Nouvelle injection de 1 mg identique & la précédente.

11 . D - Préléevement effectué 10 jours aprés la derniére immunisa-

tion

IV GELS DE POLYACRYLAMIDE TECHNIQUE DAVIS (1.964)

IV. A - Appareillage :

Nous avons utilisé un appareil pour électrophorése en disque,
pouvant recevoir 16 tubes de 140 x 5,5 mm et pourvu d'un systéme de refroidis-

sement (appareil WTV\fDEA 90).
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* WTW : Wiss. -Techn. Werkstdtten .



I1V. B - Réactifs:

1V. B1 : Solution pour les gels :

Les quantités sont indiquées pour 100 m| de solution :

1 HCI1 N 48,0 ml
Tris 36,6 g
TEMED* 0,23 ml

- % Tétraméthyléthyl &ne diamine

2 Acrylamide 30,0g
Bisacrylamide 0,8g
3 Persulfate d'ammonium 0,14 g

préparé extemporanément

4 H3PO4 1M 25,6 ml
Tris 517 g
5 Acrylamide 10,0g
Bisacrylamide 2;5¢
6 Riboflavine 4,0 mg
Z Saccharose 40,0 g

Toutes ces solutions sauf 3 et 7 peuvent &tre stockées, a 4°C.

IV. B2 : Solution stock d'électrolyte (pH 8,3)

Tris 6,0¢g
Glycine 28,8 g
Eau désionisée q.s.p. 100 ml

IV. B3 : Colorant - Décolorant

Colorant : Solution aqueuse de Coomassie

Brillant Blue R (Gurr) a1l g
pour 100 m| d'eau désionisée : 1 vol.

Acide trichloracétique & 12,5p.100: 19 vol.

Décolorant : Acide trichloracétique a 12,5 p. 100



IV. C - Préparation des gels

v . C 1 : Gel de séparation (pH 9,5)

Solution 1 1 vol
Solution 2 "2 wol
Eau désionisée 1 vol
Solution 3 4 vol

Le mélange est dégazé. 3 ml| de ce mélange sont introduits
dans chaque tube en évitant la formation de bulles d'air. Un peu d'eau désionisé
est déposée délicatement & la surface du mélange pour obtenir un ménisque bien
plat. La polymérisation s'effectue en 45 mm environ, & la température ambiante.
La pellicule d'eau est alors éliminée de la surface du gel & I'aide d'un papier

filtre.

IV . C2: Gel de concentration (pH 8, 3)

Solution 4 1 vol
Solution 5 2 vol
Solution 6 1 vol
Solution 7 4 vol

Le mélange est dégazé. 1 ml de ce mélange est coulé au
dessus du ler gel dans chacun des tubes. De la méme fagon que précédemment,
un peu d'eau est déposéed la surface du mélange. La polymérisation s'effectue
en initiant la réaction avec une lampe & UV. L'opération dure 1/2 heure envi-

ron. La pellicule d'eau est ensuite éliminée.

IV. D - Dépdts des échantillons :

Le dépdt est réalisé délicatement & la surface du gel de con-
centration & |'aide d'une microseringue. Un peu de poudre ‘de Sephadex G 100

est ajouté au dépdt pour augmenter sa densité.

IV. E - Electrophorése :

Le tampon stock d'électrolyte est dilué 10 fois avant emploi.
On verse 500 m| de ce tampon dans la cuve inférie ure de |'appareil. Les
tubes de verre sont emboftés dans les orifices ménagés dans la cuve supérieure

qui est ensuite disposée sur I'appareil. Du tampon électrolyte est délicatement



ajouté & la pipette Pasteur au-dessus du dépdt dans chaque tube. La cuve su-
périeure est ensuite rer‘np.lie avec 250 m| de tampon auquel a été ajouté du
bleu de Bromophénol (témoin de migration). Puis , la migration électro-
phorétique est effectuée de la cathode vers | ' anode , sous une intensité
de 2 mA par tube jusqu'ad ce que le témoin coloré ait atteint la partie infé-

rieure du gel (environ 4 h).

IV. F = Fixation - Coloration - Décoloration :

Les gels sont enlevés des tubes & I'aide du jet d'une seringue
remplie d'eau et recueillis dans des tubes que I'on remplit d'acide trichloracé-
tique & 12,5 p. 100. Les gels sont ainsi fixés pendant une heure, puis I'acide
trichloracétique est remplacé par le colorant pendant une nuit.

La décoloration est obtenue par bains successifs dans ['acide

trichloracétique & 12,5 p. 100,

vV CHROMATO GRAPHIE DE GEL FILTRATION

Au cours de notre travail, nous avons été amenée & utiliser
différents types de support : Sepharose 2 b - 4 B - 6 B, Sephadex G 200
(Pharmacia). Le choix de ces supports est orienté par la taille moléculaire des
protéides dont la séparation doit &tre effectuée. Les dimensions des colonnes
varient en fonction du but de |'étude et des quantités de préparation & chroma-

tographier.

V. A - Tampon d'élution :

Tris 0,1 M

NaCl 0,2 M

ajusté a pH 8,0 contenant 0,@2p.100 d'azide de~
sodium.

V. B - Fractions :

Des fractions de 55 gouttes soit 3,2 ml, sont recueillies sur

un collecteur automatique de fractions (Ultrorac LKB).
V. C - Lecture :

Chacun des tubes correspondant au fractionnement est soumis




a une lecture au spectrophotométre & 278 nm. Un repérage des oses combinés

est réalisé par la réaction & l'orcinol sulfurique & I'aide de la chafne d'auto-

analyseur Technicon (DEMAILLE et coll., 1965).

VI PREPARATION DE L'ECTEOLA-CELLULOSE

L'Ecteola-cellulose ou Cellex E (Bio-Rad) utilisé a une capacité d'é-
change de 0,88 mEq pour un lot et 0,5 mEq pour un autre lot, par gramme
d'échangeur sec.

Avant le premier emploi de 1' échangeur d'ion , il faut lui faire
subir deux cycles complets de régénéraﬁon?k Les indications sont données pour
100 g d'Ecteola=-cellulose séche. Un cycle de régénération comprend, dans

I'ordre :

- lavage abondant & l'eau désionisée sur verre fritté

- contact de 30 minutes avec 2 | de NaOH 1 N sous agitation

douce dans un bécher.

- lavage abondant & |'eau désionisée sur verre fritté jusqu'a
ce que le liquide de lavage soit & pH neutre (contréle & la phénol-phtaléine).

- contact de 30 minutes avec 2 | d'HCI 1 N sous agitation
douce dans un bécher.

- lavage & l'eau distillée jusqu'a obtention d'un pH neutre du
liquide de lavage (contrdle avec I'hélianthine).

L'écha ngeur est ensuite équilibré, par plusieurs lavages, dans le

tampon choisi.

VIl METHODES DE MISE EN EVIDENCE D'ACTIVITE ENZYMATIQUE

VIl. A - Repérage d'une activité spécifique de I'amylase :

Le repérage d'une activité amylasique dans les fractions d'un

éluat chromatographique est effectué suivant la technique de BERNFELD (1955).

VIl . A1 Réactifs :

- Substrat : 1 g d'amidon soluble (Merck) est dissous
dans 100 ml de tampon phosphate 0,02 M de pH 6,9 0,0067 M en NaCl.
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. - 1 g d'acide 3-5 dinitrosalicylique est dissous & la
température du laboratoire dans 20 ml de NaOH 2 N+ 50 ml d'HzO. On
ajoute 30 g de tartrate de Na et de K et on complete & 100 m| avec de I'eau

désionisée. Cette solution doit &tre protégée du COZ'

VII . A2 : Mode opératoire :

1 ml d'une fraction de I'éluat chromatogr aphique
convenablement dilué (au 1/5 en général) est incubé pendant 3 minutes & 20°C
avec 1 ml de la solution de substrat. La réaction enzymatique est interrompue
par I'addition de 2 ml de réactif & I'acide 3-5 dinitrosalicylique. Le tube conte-
nant le mélange est porté au bain marie bouvillant pendant 3 minutes puis re-
froidi sous eau courante. Aprés addition de 20 ml| d'eau, la densité optique
de la solution contenant le produit brun de réduction (dans le cas de réaction
positive) est déterminée au spectrophotom&tre & 54 0 nm. Un blanc est préparé
de la m&me manigre sans enzyme.La densité optique correspondant & chaque

tube est reportée sur le diagramme d'élution.

VIl . B - Mise en évidence des amylases aprés électrophorése ou immu-

noé lectrophorése en lame ou en plaque : (Technique de

HIRSCH-MARIE et coll., 1964)

VII . B 1 : Substrat :

Le substrat est de I'empois d'amidon:
- amidon soluble Merck 5 g

- Tampon phosphate 0,1 M pH 7,4
q.5.p. 100 ml

[l faut chauffer légérement pour arriver & dissoudre
I'amidon puis on laisse refroidir. Le pH du substrat est amené entre 6,8 et

7,9,

VIl . B 2 : Incubation :
Les lames et les plaques lavées et séchées, selon la
technique habituell e sont immergées dans le substrat, durant 5 heures & la
température ambiante. Il est nécessaire de remuer les lames et les plaques fré-

quemment durant l'incubation.
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VII . B3 :Révélation :

A la sortie du bain, on effectue un lavage rapide |

mais soigneux dans |'eau faiblement tamponnée & pH 6,8 ; la fixation et la

révé lation sont réalisées dans la solution suivante :

|
|
alcool éthylique 50° .94 ml i
acide acétique 5ml |
solution iodée N/100 1 ml ‘
(Lugol) r

La zone de digestion de |'amidon par I'amylase ap-
parait en clair sur un fond bleu foncé. La coloration du fond de la-plaque ou

de la lame disparaft au bout de quelques heures.

VIil. C - Mise en évidence des amylases aprés é lectrophorése en gel

de polyacrylamide :

Apres la migration électrophorétique le gel est mis en contact
avec une plaque d'agar-amidon dont la préparation est la suivante : |
On mélange : 1 g d'agar (special Agar noble Difco) l‘
500 mg d'amidon soluble (Merck) ‘L
10 ml de tampon phosphate 0,1 M NaCl 0,1 M
pH 6,9.
On compléte & 100 ml avec de I'eau désionisée. Aprés dis- E
solution & chaud, 40 ml du mélange sont coulés dans un moule de dimensions |
6 x 13 cm (épaisseur du gel environ 5 mm). Lorsque le mélange est gélifié, |
on met en contact le gel de polyacrylamide avec ce gel d'amidon. Aprés 10
a 15 minutes & température ambiante, le gel est enlevé de la plaque. La ré-

|
vélation est effectuée en immergeant la plaque dans une solution d'iode N/100 l
pendant 15 secondes. L'excés d'iode est ensuite éliminé sous eau courante. i

\

Les zones de digestion dues & |'amylase sont claires sur un fond bleu fongé.

VIl . D : Mise en évidence de |'activité estérasique aprés électropho-

phorése ou immunoélectrophorése (URIEL, 1961)

ML Db s Réactifs:

VII.D.1.a Bain de lavage.

Le bain de lavage est constitué d'une solution de borate de sodium de pH 8,0.
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|
|
|
|
|
- solution de borate de Na : |
|
\
|
|
|

BO3H3 12,4 g
NaOH 1 N 100 ml
HZO q.5.p. 1000 ml

Préparation du bain de lavage & pH 8,0 :

mélanger : 57,5 ml de la solution précédente de borate
de Na
42,5 ml d'HCI1 0,1 N

J
|
VII.D.1.b: Réactif utilisé pour la coloration. {

5 mg de B naphtyl acétate (Sigma) sont ajoutés & 0,5ml ‘
de N-N' diméthyl formamide (Carlo Erba) - Mélanger et ajouter 25 m| de tampon |
phosphate0,005Mde pH 7,4. Agiter et filtrer - Ajouter 10 mg de Diazoblue B |
(Sigma).

(

|

VIl . D 2 : Protocole : 1‘
VIl . D2 a: Lavage :

- Pour les électrophoréses simples 1/2
heure dans le bain de lavage.

- Pour les immunoélectrophoréses (1 ou 2

dimensions), les lames ou plaques sont lavées 3 jours en changeant 2 fois par

jour le bain de lavage.

VII . D2b: Coloration - Fixation : ’

Incuber dans le réactif au moins 1/2 heure
a 37°C; les estérases sont révélées par une coloration rose brun. Fixer une nuit

dans l'acide acétique a 2 p. 100. 4 §
‘ ’

|

I

VIl PREPARATION DE SEPHAROSE COUPLE A LA TRYPSINE (Technique de
CHAUVET et coll., 1972)

VIIl. A. Activation du Sepharose par le bromure de cyanogéne .

Du Sepharose 4 B activé par le bromure de cyanogne |

est commercialisé par Pharmacia. Cependant, il est possible d'effectuer trés fa-

|
|
cilement cette opération d'activation du Sepharose : ‘
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15 ml-de Sepharose 4 B (Pharmacia) sont filtrés sur
un verre fritté, lavés par de I'eau et remis en suspension dans 40 ml d'eau.
2 g de bromure de cyanogéne sont dissous dans 3 ml

d'eau et ajoutés au Sepharose.

Le pH est immédiatement ajusté & 11 avec

de la soude 5 N et maintenu pendant 10 minutes & ce pH.

VIl . B Couplage avec la trypsine

Apres filtration sur verre fritté, le Sepharose activé
est rapidement lavé avec 1 litre d'eau froide (4°C) et par le méme volume d'un
tampon borate de sodium 0,05 M, de pH 9,0 également & 4°C. Le Sepharose activé
est mis en suspension dans 20 m| de tampon borate et 300 mg de trypsine (Laboratoire
Industriel de Biologie) dissous dans 5 m| du méme tampon contenant 0,01 M C(.:CI2
sont rapidement ajoutés ; le mélange est laissé & 4°C pendant 18 heures. Puis le Sepha-
rose—frypsinee est lavé par 1 litre de tampon borate 0,05 M de pH 9,0 contenant 0,3
M NaCl et 0,01 I\_ACcClZ.

VIl . C. Préparation de la colonne

Une colonne de 1 x 18 cm est préparée et équilibrée

dans un tampon 0,1 M en acétate de pH 4,0 contenant 0,3 M NaCl et 0,01 M

CaCl.. Le lavage de la colonne doit &tre poursuivi jusqu'a absence totale d'activité

2
trypsique dans |'e ffluent (au moins 400 ml).

VIl . D.Chromatographie

L'échantillon & déposer est dissous dans 2 m| de tampon
acétate 0,1 M de pH 4,0 contenant 0,3 M NaCl et 0,01 M chCl2 et déposé sur
la colonne. Le lavage de la colonne par ce méme tampon permet de recueillir le
matériel non fixé sur la trypsine. Le passage d'un tampon acide 0,1 N HCLO0,5 M
NaCl,0,01 M CaCI2
Cette fraction est immédiatement neutralisée par dialyse contre un tampon 0,1 M

Tris 0,2 M NaCl de pH 8,0.

de pH 1,2 permet d'éluer les constitants qui ont été retenus.
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