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INTRODUCTION 

Parmi les moyens de défense de I1apparei l respiratoire, l'épuration broncho- 

pulmonaire joue un rôle prépondérant. La sécrétion trachéobronchique est un 

veritable f i l t re  mobile dont les caractères visco-élastiques sont essentiels b son 

entrai'ne ment par les ci ls v ibrat i  les, sa qual i  t é  d'épurateur est donc étroitement 

l iée à ses proprié tés rhéologiques. 

Depuis plusieurs années, les liens étroits entre le caractère 'visqueux 

de I'expectoration e t  la présence d'acide N -acétylneuraminique ont 6 té mis en 

évidence par plusieurs auteurs (ATASSI et  col l . ,  1959 ; MUNIES et  co l l .  , 1968 ; 

KEAL, 1970). Le rôle des sialomucines sur les propriétés élastiques de I'expectora- 

t ion a été également souligné. Par ailleurs, le dosage des protéides de I'expec- 

toration a été abordé pour rechercher des relations éventuelles avec l 'é ta t  inf lam- 

matoire de la muqbeuse bronchique des malades (MEDICI et col l . ,  197 1) ou des 

relations avec la spécif icité des anticorps du mucus bronchique (REYNOLDS et  

col l . ,  1973). 

Les chercheurs de notre laboratoire en liaison avec l'équipe de Monsieur 

le Professeur SADOUL de Nancy  et  en part icul ier Madame PUCHELLE, tentent, 

d'une façon originale, de mettre en évidence des relations entre les caractères visco 

élastiques de I'expectoration, la teneur en protéides (d'origine plasmatique et 

loca le) e t  l'importance des différentes classes de mucines. 

Le but que Monsieur le Professeur HAVEZ avai t  f ixé b notre t ravai l  é ta i t  

de mettre au point  une technique de dosage des constituants protéiques du mucus I 
bronchique, pour essayer ensui te d'établir des corré lations entre les teneurs en 

ces constituants e t  les qualités rhéologiques du mucus. Avant de choisir les para- 

mètres qui pourraient faire l 'objet  des dosages, il é ta i t  nécessaire d'établ i r  le 

b i lan  des protéides présents dans le mucus. Not re  étude s'est l imitée aux cons- 

tituants protéiques e t  glycoprotéiques de I'expectoration. I 



1. ETUDE QUALITATIVE DES PROTEIDES DU MUCUS 

BRONCHIQUE HUMAIN 



I.A. Matér ie l  d'étude 

L'étude de la sécrétion bronchique normale qui tapisse la muqueuse bron- 

chique chez le suiet sain est pratiquement impossible car cette sécrétion n'est pas 

expectorée. El le ne peut être obtenue qu'en très faible quantité par broncho-aspi- 

ration mais la simple i r r i tat ion dûe à l ' introduction du bronchoscope peut  déclen- 

cher une hypersécrétion réactionnelle (BISERTE et  co l l .  , 1963). 

Aussi les 6tudes portent-e lles généralement sur les hypersécré tions. 

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

I L'étude biochimique de la sécrétion bronchique se heurte I 
donc dès l'abord à des problèmes qui tiennent Si la variat ion de I'hypers6crétion 

d'un sujet b l'autre : en effet, les hypersécrétions varient de la sécrétion matinale 

du fumeur b I 'expectoration épaisse de l'asthmatique en crise e t  b I'hydrorrhée 

f lu ide de certains bronchitiques chroniques. 

I .A. 2. Hétérogénéi té macroscopique de I'expectoration 

L'observation macroscopique d'une sécrétion bronchique 

I permet de constater son caractgre particulièrement hétérogène. L'élgment visqueux, 

le mucus géliforme, est associé en proportion variable b des liquides transsudés des 

capil laires e t  a de la salive ; il peut être contaminé par du pus. 

I L'étude au microscope électronique effectuée par  WHITE 

I e t  co l l .  (1954) sur des expectorations d'asthmatiques, met en évidence la  présence 

l de f i laments incorporés dans une phase aqueuse qui renferme les composants so- 

lubles de la sécrétion. 

1 I .A. 3. Proprié tés rhBo logiques 

La caractéristique fondamentale de la sécrétion bronchique 

est d'être, selon une terminologie vague, visqueuse. En fait, cette secré tion 

réunit  b e l le  seule plusieurs modalités d'écoulement (PUCHELLE et co l l . ,  1971). 

Ce milieu, rhéologiquement complexe, est un f lu ide inhomogène, non newtonien, 

visco-plastique, visco-8 lastique e t  très sensible au cisaillement. II est caractérisé 

par des propriétés d'écoulement e t  de déformation hautement non linbaites et  dé- 

pendantes du temps. 



Ca caractère de visco-6 lasti c i  té de la sécrétion bronchique 

est à l 'origine de l'un des problemes techniques majeurs auxquels nous avons été 

confrontée : en effet, toute étude directe par les méthodes 6 lectrophorétiques 

classiques ou tout fractionnement direct par la méthode de ge l  f i l tration s'avère, 

impossi b le. 

I.A. 4. Organisation f ibr i l la ire du mucus bronchique 

Les propriétés du mucus bronchique dont le rôle pr incipal 

est de collecter, transporter et éliminer hors des voies respiratoires, les particules 

étrangères inha lées, reposent sur son organisation f i  br i  l laire. 

Même debarasse de ses composants solubles par lavage à 

I'eau désionisée, le réseau f ibr i l la ire conserve son organisation macromoléculaire 

(BISERTE et coll., 1963). 

D'un point de vue biochimique, la sécretion bronchique se 

caractérise par sa richesse en glycoprotéines de sécretion QU rnucines qui lui 

confèrent une aptitude remarquable de captation de I'eau. Les mucines représen- 

tent l'élément fondamental du réseau f ibr i  l laire. Parmi les composants "mineurs" 

que l'on retrouve dans la phase geliforme apres lavage figurent plusieurs proteines 

et  glycoprotéines (HAVEZ et coll. 19674): IgA-globulines, transferrine bronchique, 

sérumalbumine, kallicréine, lysozyme. 

Le mécanisme qui préside à l'apparition de la structure f ibr i  1- 

laire n'est pas encore connu. La bronchotransferrine et les IgA sont certainement 

impliquées avec les rnucines dans la fo n a t i o n  du réseau fibriIlaire;mais, à partir 

de ces é lérnen ts, la reconstitution " in vitro" d'un liquide possedant des propriétés . . 

rhéologiques identiques à celles d'un mucus "natif" n'a pas encore été possible. 

1 .  A. 5. Interactions mucines-proteides 

L'étude et le bilan des protéides du mucus (phase géliforme 

et phase aqueuse) nécessitent la suppression préalable des liaisons qui existent 

entre rnucines et proteides. 

Dès 1964, DEGAND a précise les forces de cohésion et  les 

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

bronchique. 

II existe : - des forces de cohésion relativement faibles, I 
sensibles à l'hydratation, au pH, à l'environnement ionique, aux sels minéraux 



I (liaisons hydrogéne e t  sa Iine) 

I - des valences homopo laires qui  s'6 tablissen t entre 

I deux fonctions thiols de la cystéine, par exemple,pour former un pont disulfure 

I sensible à la réduction. 

I - des liaisons de covalence caractérisées par leur 

I stabi li té (liaisons g lucide-protéide, glycosidique, peptidique) mais néanmoins 

sensibles à certains enzymes specifiques (enzymes pro téo lytiques, neuraminidase, 

lysozyme) . 
I .A .5. a. Ident i f icat ion des constituants impliqués 

dans la formation des ~ o n t s  disulfure 

Prr5occupés par des problèmes de médication à vis6e 

I m ucolytique, GERNEZ-RIEUX et  co l l .  (1 964) ont étudié l 'act iv i té  " i n  v i t ro"  de d i f - '  

ferents agents réduisan t la viscosi te de l 'expectoration. I l s  constatent que les 

agents réduc teurs (L-cystéine, N -acéty l cystéine) diminuent de maniare importante 

la viscosi t6 apparente des sécré tions. 

1 En 1970, HAVEZ e t  coll.précisent le mode d'action 1 
biochimique des dérivés de ta cystéine sur le mucus bronchique. Leur étude porte 

sur- la  phase géliforme du mucus. Pour déterminer la nature des composants sensibles 

à l 'action de l'agent reducteur, le mucus f ibr i l la i re  est réduit par la cystéine 

0,075 - M pendant 5 heures. Le blocage des groupes thiols libér6s est ensuite 
14 

effectué par addit ion d'iodoacé tamide marqué au C . Après séparation chroma- 

tographique des constituants du mucus, la plus grande part ie de la radioact iv i té 

est localisee dans une fraction principalement constituée par les protéines du type 1 
bronchotransferrine, IgA e t  s/erumalbumine. HAVEZ e t  co l l .  déduisent de ces 

resultats que l 'action directe d'un agent réducteur porte sur les protéines du mucus 

f ib r i l l a i re  et  n1int6resse pas le groupe des rnucines bronchiques. Certaines protéines 1 
riches en ponts disulfure (sérumalbumine : 35 ponts disulfure, lactotransferrine : I 
32 ponts, lgAs : 78 ponts) sont donc indispensables a la formation des points d'union 

in ter f ibr i  l laire. Elles constitueraient les é léments de cohésion captés par l a  matrice 

mucinique. I 
I .A. 5. b. Mucines bronchiques : echangeurs d'ions 

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

chiques ont été étudiées par DEGAND (1 972) . Reprenant la méthode spectrophoto- 

i 



l 

métrique décrite par OHKUMA (1 970) pour l'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 rnucines ou de glycopep t ides bronchiques . Les spectres d'absorption des mé langes 

glycopeptides-colorant mettent nettement en évidence I 'af f ini  té des glycopeptides 

carboxyliques et sulfatés pour le bleu de to luidine. Les proprié tes d'échangeur 

de cations des rnucines ont éte étudiées en fonction de la possibilité de fixation 

des protéines ou des glycoprotéines. L'addition de lacto transferrine ou d'lgA 

bronchiques modifient les modalités de fixation du colorant sur les glycopeptides. 

De plus DEGAND a démontre que le rôle d'échangeur de cations des rnucines 

poly anioniques bronchiques n'apparaît que dans des conditions précises d 'ionisa- 

tion ou de force ionique de la solution. 

1. B. Séparation mucines-protéides 

1. B. 1 . Choix de la méthode 
I 

Dans l'organisation de la structure f ibr i l la ire interviennent 

des valences homopo laires qui s'établissent entre 2 fonctions thiols de la cystéine. 

I Une dissociation de cette structure peut être obtenue par simple réduction du mu- 

cus (cystéine 0,075 - M ou mercapto-éthanol à la concentration de 1 p. 100 v/v). 

Mais les résultats de HAVEZ et col1 (1970), rappeles précédemment, nous ont 

fa i t  éviter l'emploi de cette méthode : en effet, seuls les protéides semblent 

~ touchés par la réduction. 

Bien que les propriétés d'échangeur d'ions des rnucines polya- 

nioniques ne furent démontrées que récemment par DE G A N  D (1 972), I 'u t i  lisation 

de la DEAE-cellu lose permettait, dès 1963, à CUVELIER d'obtenir un fractionne- 

ment des composants du mucus préalablement traité par l'urée 6 M. ROUSSEL - I 
(1965) établ i t  que, même en l'absence d1ur6e, le simple pouvoir d'échange ionique I 

1 

de la DEAE-ce1 lu lose s'avère suffisant pour désorganiser I'archi tecture macromo- l 
léculai r-e du mucus bronchique natif. I 

L'échange ionique permet donc de s6parer les diffbrents cons- 

tituants de la sécrétion. Toutefois les problèmes techniques dûs à l 'util isation de la 

DEAE-cellulose (tels que changement de volume de I1érha;igeur avec la force 

ionique du tampon d'6 lution, faible vitesse d'élution des colonnes) nous ont fa i t  



préférer I'Ecteola-ce1 lulose, qui  est un échangeur faiblement basique, moins 

agressif que la DEAE-ce l lulose. 

1.8.2. Protocole adopté pour l 'é l iminat ion des rnucines 

acides e t  l 'extraction des protéides. 

La mise en contact du mucus avec Iléchangeur d ' ion est 

effectuée par la technique de "batch-adsorption" . LtEcteola-cellulose préa la- 

blement régénerée est équil ibrée dans un tampon phosphate de sodium 0.01 M - 
de pH 7,5 contenant 0,15 M NaCI, identique 6 ce lu i  qui est uti l isé par - 
LIEBERMAN (1 970) sur le mucus de la poche trachéale de Chien. E l  le est soumise 

1 b une centrifugation de 15 minutes 6 6500 tours/minute; le surnageant est él iminé. I 
Les proportions utilisées sont les suivantes : 6 1 m l  de mucus 

on ajoute 1 g dlEcteola-cellulose humide ( de capacite 0,33 mEq/g sec) , puis 

2 m l  de tampon phosphate de sodium 0,01 M , NaC I 0,15 M de pH 7,5 . Ce  - - 
mélange est agité pendant une heure b 4OC e t  la suspension est centrifugée 6 

6 500 tours/minute pendant 15 minutes. 

Ce  protocole a été appliqué 6 280 m l  d'expectoration d'un 

malade at te in t  de bronchite chronique. Nous obtenons un surnageant trouble qui  

ne présente plus les propriét.6~ rhéologiques du mucus de départ . Nous appelons 

"extrai t"  de mucus cette solution surnageante qui  est conservée 6 +d°C en vue de 

son é tude. 

1.  B.3. E lut ion des constituants fixés sur I 'Ecteola-ce llulose 

l II nous semblait intéressant de vér i f ier  que ~ ' ~ c t e o l a - c e  l l u  losel 

l é l imine bien les rnucines polyanioniques présentes dans le mucus bronchique. I 
1 Nous avons donc choisi d'éluer I'Ecteola-cellulose par la solution H C I  0,01 N, 

N a C  1 0,7 M qui devrait permettre la récupération simu ltanée des r ia  lomucines - 
et  des sulfomucines ( DEGAND , 1972 ) . 

Le culot dtEcteola-cellulose obtenu aprss centrifugation 

b la f i n  du protocole d'extraction des protéides du mucus est remis en suspension 

dans le tampon phosphate de sodium 0,01 2 ,  NaC1 0,15 M de pH 7,5 et  - 



lave abondamment sur verre fr i t té avec ce même tampon jusqu'ti ce que l 'eff luent 

n'absorbe plus à 278 nm . Une é lut ion en colonne est impossible, car il 

se produit un colmatage dès que débute le passage de la solution HC 1 0,01 N 
-1 

N a C I  0,7 M. - 
LI Ecteola-cellu lose est donc agitée dans un erlen-meyer 

avec un volume d '  HCI  0,01 N , N a C l  0,7 M égal  au volume de mucus - - 
de départ. Après 15 minutes d'agitat ion 4 OC , le mélange est centrifugé 

pendant 10 minutes à 6 500 tours / minute et  le surnageant est recuei l J i .  

L'operation est renouve l&e\une fois . Les surnageants rassemblés sont d ia  lysés 

quatre jours contre de l'eau désionisée, puis lyophilisés. 

Les électrophorèses en lames d'agarose nous ont permis 

de constater la richesse en glycoprotéines de ce matériel é lu6 de I'Ecteola- 

cellulose . Cependant il persiste une contamination protéique. Une étape 

suppl6mentaire de pur i f icat ion serait donc nécessaire. Mais la poudre obtenue 

est d i f f i c i l e  à redissoudre et  lors de la chromatographie de gel - f i l t ra t ion 

entreprise sur colonne de Sepharose 2 B , la colonne se CO lmate. Nous 

n'avons pas poursuivi ce protocole de pur i f icat ion des mucines polyanioniques 

dont la présence dans le matériel é lué de I'Ecteola-cellulose par HC I 0,01 bl, 

N a C l  0,7 M a néanmoins été observée . - 



l 1. C.  Etudes &lectrophoré tiques et  immunoé lectrophorétiques de l 'extrai t  

I de mucus bronchique. 

I.C. 1 . E lectrophorèse et immunoé lectrophorèse en lame d'agar 

Ces techniques ne donnent pas de rbsul tats satisfaisants 

car la concentration en protéides de I 'extrai t  de mucus est trop faible. En électro- 

phorbse une fraction de mobi'itb identique à ce I!e de la sérumalbumine e t  deux 

autres fractions, l'une dans la zone des alpha-globulines et  l 'autre dans la zone 

des gamma-globulines y sont décelées (fig. I.C. 1 - a e t  P). L'immunoé lectrophorèse 

effectuée avec un immunsérum de Lapin anti -sérum humain total  (Behring) permet 

seulement d ' ident i f ier  la sérumalbumine et les IgA:globulines ( f ig.  1 .C. 1 - Y) .  
D'autre part, nous devons évi ter la lyophil isation qui donne une poudre d i f f i c i l e  

b dissoudre. Nous avons donc recherché des techniques plus sensibles pour l'étude 

directe de I 'extrai t  de mucus bronchique. 

1. C. 2. E lectrophorèse en ge I de po lyacrylami de en disques . 

I Les dépôts sont de 7 5 8 1  pour les extraits de mucus 

e t  de 3 1 Our le sérum témoin.' Le nombre de bandes est variable selon les mucus P P  
(f ig. I .C.2). La sérumalbumine est repérée par comparaison avec la migration d'un 

s6rum témoin (gel a). Une technique de révé lat ion spécifique permet d ' ident i f ier  les 

quatre isoamylases bien visibles dans le mucus du gel P. Les gels ~ e t b i l l u s t r e n  t la 

richesse en protéides que peuvent présenter certains mucus. Deux populations d' lgA 

de masses molaires différen teseon t pu être identifiées dans les sécrétions bronchiques. 

Aprgs la migration en gel de polyacrylamide, le gel est inclus dans de I'agarose 

contenant des anticorps anti-chaîne a : un arc de précipitat ion b double courbure 

est obtenu, correspondant aux deux bandes observées en 6 lectrophorèse en gel  de 

po lyacrylami de. Dans le ge I &ces deux bandes sont par t icu l i  èrement nettes. 

L'emploi de cette technique permet la mise en évidence 

des variations de composition d'un mucus à I'autre ; mais l ' ident i f icat ion des protéides 

est l imitée. 



Sérum témoin 

ASHT 
Extrait mucus - + 

AS : Amidoschwc;rr PAS : Coloration par le réactif de Schiff 

I après oxydation periodique. I 
1 ASHT : Immunsérum de Lapin anti-sérum humain total. 

1 FigureI .C.1 : ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMMUNOELECTROPHORETIQUE 

DE L' EXTRAIT DE MUCUS .EN LAMES D'AGAR . 

-.--.- 

a 3 *-. 
?.- Sérum témoin 

Figure I .C .2 : ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE. 

(voir texte p 7 



l .C .3. Immunoé lectrophorèse bidimensionnelle 

Cette technique est fondée sur la migration é lectropho- 

rétique des antigènes dans un gel  contenant des anticorps et sur une immuno-précipi- 

tation spécifique de ces antigènes par I'emp lo i  des anticorps précipitants correspondants, 

Ce pr incipe fut introduit par BUSSARD (1 959) et  RESSLER (1960'-a;1960-b ). Reprise 

par LAURELL (1 965-1 966) e t  CLARKE et  co l  1. (1 967) cette technique est actuel  lem ent 

très uti l isée. L'un des intérêts majeurs de cette méthode réside dans le fa i t  qu'el le 

donne de bons résultats pour des concentrations très faibles en antigène e t  en ant i -  

corps. Toutefois, le rapport Ag/Ac doi t  être déterminé dans chaque cas. Nous avons 

choisi cette tech nique pour I 'étude plus approfondie de la sécrétion bronchique. 

1. D. ldent i f ica t i o n  des plages de précipi tat ion obtenues en double dimension. 

Lorsque l'on dispose d'immunsérums spécifiques et de protéines purifiées 

I 'u t i  lisation des différentes adaptations de I'immunoé lectrophorèse bidimensionnelle 

(partie technique p.T. 8,9,10), permet l ' ident i f icat ion de la p l  upar t des plages de 

précipitat ion obtenues avec les immunsérums p lurispécifiques. 

Nous nous sommes tout d'abord attachée à ident i f ie r  les plagesde 

précipi tat ion obtenues avec I'immunsérum anti-protéines sériques. Puis nous avons 

recherché ce que I'emp loi  d'immunsérums anti-sécrétions tel  que ant i - la i t ,  antt- 

sal ive 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 dimai sion dont les arcs 
1 

sont bien marques sans devoir effectuer des dépôts volumineux nous avons concentré ~ 
six fois I 'extrai t  de mucus à l 'aide de l 'appareil  Diaflo, scius pression d'azote (mem- l 
brane UM 2 ). l 

1. D. 1 . Protéides révélés par I'immunsérum de lq in  anti-protéines sériques 

1 .  D. 1 .a  Résultats expérimentaux.. 

La double dimension obtenu e en déposant I 
30 pl de I 'extrai t  de mucus bronchique concentré six fois et  en incluant dans le I 
ge l  de la deuxième dimension, 300 1 d'immunsérum de Lapin anti-sérum humain SA 1 
total  est représentée sur ' la F ig .  1 .  D. 1 ,a'; e,lle constitue la plaque témoin . La plupart 



( L'extrai t de mucus a $te concent6 6 fois sur apparei l Diaflo ) 

Figure I.D.1 .ai i 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 identif iés en uti l isant les immunsérums spécifiques et  en comparant 

la plaque ainsi obtenue avec la plaque témoin. 15 protéides sont identif iés dans 

ce diagramme : les IgA-globulines, les IgG-globulines, les IgM-globulines, la 

transferrine, I'hémopexine, I'haptoglobine, la pl c-euglobu line, la céru léoplasmine, 

l ' a  -macroglobuline, l 'a2-GC-globuline, l ' a  -anti trypsine, l ' a  -glycoprotéine 
2 1 1 

acide, l ' a  -antichymotrypsine, l'albumine e t  la préalbumine. l 1 faut signaler que 
1  

l ' a  -antitrypsine apparaît sous la forme d'un arc à double courbure. 1 
Pour l ' a  -antichymotrypsine et l ' a  -glycoprotéine acide, nous avons ut i l isé la 1  1  
technique du ge l  i n  termédiaire de AXELSEN et co l l .  (1 972) (voir  part ie technique 

p.T. lO).En effet, ces deux glycoprotéines se trouvent très proches l 'une de l 'autre 

dans le diagramme et  l ' ident i f icat ion par superposition de plaques est dé l icate.  

( voir  Figure 1. D. 1 .  a" ). L'existence dans le diagramme témoin d'arcs b 

double courbure rend dé l icate I 'u t i  lisation de la technique dul'tandem"de K R 0  LL 

(1 968-1 969)(voir part ie technique p.  T.  8) qui  constitue généra lemen t un bon moyen 

d' ident i f icat ion. Nous l'avons util isée au paragraphe 1 . D .2. a, p. 14. 

I .D . l  .b Bilan. 

La présence de protéines sériques dans la sécrétion 

bronchique avai t  été signalée dès 1960 par BROGAN qui avai t  mis en évidence 

la sérumalbumine dans la phase géliforme du mucus. En 1963, BISERTE e t  co l l .  

ident i f ient  dans la   hase soluble outre la sérumalbumine, les IgG, les tgA, la trctns- 

ferrine, la pl c-euglobu line, l ' a  -anti trypsine, I'haptoglobine, l ' a  -macroglobuline. 1 2 
l 'a  -g lycoprotéine acide. Les auteurs indiquaient déjà des variations notables d'un 

1 
sujet à I'autre. Travai I lant  sur le surnageant obtenu après u ltra-centrifugation du 

mucus (1 18000 g pendant 4 heures) RYLEY(1970), BRO-GAN ,et co11'.(1971) ident i f ient 

par immun06 lectrophorèse de Ith6mopexine, de l ' a  HS- glycoprotéine e t  de la 
2 

préalbumine ( la présence de ces deux derniers constituants n'est pas constante ). 

En 1973, RYLEY et  co l l .  signalent la présence d'al -antichymotrypsine. Nous 

mettons également cette g lycoprotéine en évidence dans l 'extrai t  de mucus. 

En 1973 (HAVEZ e t  col l . )  , nous avons p u  identif ier 

les IgM, la céruléoplasmine e t  l ' a  -GC-globuline en plus des autres composants 2 
d6jà cités. La plupart des plages obtenues avec I'immunsérum de tap in anti-sérum 

humain total  peuvent être identifiées. Le fibrinogène n'a 6té caracteris6 que 

par l 'emploi de I'immunsérum de Lapin spécifique . 
1 

b 



a : plaque témoin effectuée avec I'immuns6rum de Lapin anti-sérum humain total. 
$:: la bande de gel intermédiaire contient I'immunsérum de Lapin anti-a 1 -glyco- 
prot6ine acide. Le reste de la plaque est recouvert avec de I'agarose contenant 
I'immunsérum de Lapin anti-sérum humain total ( ASHT). 
y : la bande de gel intermédiaire contient I'immunsérum de Lapin anti-a 1 -antichy- 
motrypsine. Le reste de la plaque est recouvert avec de I'agarose contenant ASHT. 

Figure 1. D. ~~'~DENTIFICATION DE L' al -GLYCOPROTEINE ACIDE ET DE 

Laal-ANTICHYMOTRYPSINE PAR UTILISATION DE LA TECHNIQUE DU - 
*' GEL INTERMEDIAIRE " ( $ e t r )  ( voir partie technique p. T. 10 ) 



Jusqu'b présent, nous n'avons pu mettre en évidence n i  l ' a  -HS-glycoprotéine, n i  
2 

!a ~211-glycoprotéine; nous n'avons caractérisé aucune lipoprotéine que ce soit par 

la coloration au noir  Soudan de la plaque obtenue en double dimension avec l'immun- 

sérum de Lapin anti-sérum humain total ou par l 'emploi des immunsérums de Lapin 

spécifiques de l 'a  -1ipoprotbine e t  de la @-lipoprotéine. 
1 

HOCHSTRASSER e t  co l l .  ( 1972-a ) ont décrit  dans le 

mucus bronchique humain un inhibiteur de protéases ayant une masse molaire faible 

( M : 13 000 g ). Ensuite, ces auteurs ( HOCHSTRASSER e t  coll., 1973-a ) ident i -  

f ient  ce t  inhibiteur au fragment ac t i f  de l ' inter-a-trypsine-inhibiteur, qui possede 

le déterminant antigénique de ce constituant. Nous ne l'avons pas encore révélé 

dans les extraits de mucus : ceci  est peut-être dû à notre mode de préparation de 

l 'extrai t  de mucus qui diffère beaucoup de ce lu i  de HOCHSTRASSER et  co l l .  . Ces 

auteurs é liminent les constituants de masse molaire élevée par précipitat ion par 

l 'acide perchlorique ( concentration f inale : 5 p. 100 ). Après neutralisation par 

K O H  e t  él imination du précipité par centrifugation, I ' inhibiteur de masse molaire 

1 faible est mis en évidence dans le surnageant. Nous gvons appliqué ce protocole 1 
aux extraits de mucus, mais, dans le surnageant obtenu, aucun constituant ayant des 

caractères antigéniques de l'inter-a-trypsine -inhibiteur n'a été retrouvé. Le tampon 

que nous utilisons lors de l'échange ionique par lequel nous débutons le protocole 

d'extraction ne nous permet peut-être pas d'éluer ce constituant. Peu de détails sont 

indiqués par les auteurs sur le comportement de cet inhibi teur en chromatographie 

d'échange ionique. HOCHSTRASSER et col l .  ( 1973-b ) prochden t ensuite à l'isolement 

d'un inhibi teur de protéases de masse molaire supérieure ( M : 20 000 g ) qui, l u i  aussi, 

l présente des caractères antigéniques communs avec ceux de I'inter-a-trypsine-inhi- I 
biteur. La pur i f icat ion de ce constituant nécessite une étape de chromatographie 

d'échange ionique sur DEAE-ce llulose, mais le tampon u t i  lis4 pour I 'élut ion de 

I ' inhibiteur n'est pas prdcisé. 

Dans chacun des 80 mucus que nous avons étudies, nous 

avons pu  mettre en évidence l 'a  -macroglobuline, alors que RYLEY e t  co l l .  ( 1973 ) 2 
ne la caractérisent que dans un mucus sur 30 . 

De nombreux protéides sériques sont donc présents dans 

l 'expectoration d'un malade at te in t  de bronchite chronique. Nous verrons ultérieure- 

ment ( paragraphe 1 .  F .) les particularités observées pour certains de ces constituants 

sériques. 



1. D. 2. Protkîdes révélés par des immunsérums anti-sécr6tions 

l Nous avons uti l isé plusieurs types d'immunsérums ant i -  

l sécré tions. l 
1, D .2. a; lmmunsérum de Chèvre ant i - la i t  

humain (Kallestad) 

Quatre arcs sont révélés dans les extraits 

de mucus (f ig. 1. D.2.a. a). L'ut i l isation de la technique dite du "tandem" (de 

KROLL, 1968-1969) (voir part ie technique p.~.8) en déposant en avant du dépôt 

de I 'extrai t  de mucus une solution d'lgA colostrales purifiées (Fig. I .D.2.a'- a et  P) 

I permet l ' ident i f icat ion de l 'arc des IgA-globulines. Les arcs de la j3 -euglobuline 1 c l 
I e t  de l ' a  -antitrypsine sont identif iés avec des immuns4rums spécifiques. Après 

1 I 
saturation de I'immunsérum avec do sérum humain ( 1 0 0 p l  de sérum pour 500 1 P 
d'immunsérum) un seul arc subsiste. L'ut i  l isation d'un immunsérum de Lapin an t i -  

lactotransferrine (Nordic) (fig. 1. D .2. s',')nous permet de montrer qu ' i l  s'agit d'un 

I constituant possèdant des déterminants antigéniques communs b ceux de la lacto- 1 
transferrine. Nous I'appelleions cependant avec réserve transferrine bronchique ou I 

l 
bronchot ransferrine (Br Tr) puisqu 'une communauté antigénique entre deux cons- 1 
tituants n'est pas un critère suffisant d' identité de deux molécules. II faudrait I 
qu'après pur i f icat ion de la bronchotransferrine, étape dé I icate étant donnéela 

complexité du mi l ieu étudie, ce constituant a i t  une masse molaire , une compositio 

en acides aminés e t  en sucres e t  enfin un "f inger pr int"  ident ique b ceux de la  

lactotransferrine. 

I.D.2.b. Immunsêrum de Lapin ant i -sal ive 

de parotide humaine. 

Nous avons préparé cet  immunsérum chez 

le Lapin (voir part ie technique T.14) avec de la salive de parotide humaine obtenue 

par stimulation. La salive est centrifugée pendant 10 minutes à 1 500 tours/minute, 

dialysee quatre jours contre de l'eau désionisée et  lyophi lisée. Cet  immuns6rum 

révble quatre arcs dans I 'extrai t  de mucus (f ig. 1. D .2. b) L'amylase est ident i f iée par 

la révélat ion spécifique (technique de HIRSCH - MARIE e t  col l . ,  1964) (voir part ie 

technique T,  19 ). II né s'agit pas d'une contamination par I'amyla$e de la  salive : 



a : Extrait de mucus bronchique. 

$ : "Tandem" ( voir partie technique p: T. 8) 

1 : solution d'lgA colostrales purifiées. 

2: extrait de mucus 

Figure 1 .  D . 2  .a '  : IMMUNOELECTROPHORESES BIDIMENSIONNELLES 

AVEC L'IMMUNSERUM DE CHEVRE ANTI-LAIT HUMAIN .  

I 

1 0 I.1Li.î 

Figure 1.  D.2.a" : IMMUNOELECTROPHORESE BI  DIMENSIONNELLE DE 

L'EXTRAIT DE MUCUS AVEC L'IMMUNSERUM DE LAPIN 

ANTI-LACTOTRANS FERRINE HUMAINE ' 



Figure 1. D .2. b : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE CE 

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

TOTALE HUMAINE 



en effet  dans des mucus endobronchiques obtenus chez des sujets trachéotomisés 

sous aspiration continue, une act iv i té  amylasique a Bté décelée par la technique 

de BERNFELD (1955) (voir part ie technique  p.^, 18) et l 'arc de l'amylase a été mis 

en évidence avec un immunsérum de Lapin , spécifique de I1amylase.(Nordic) 

Cet  immunsérum révè le éga lemen t les IgA présentes 

dans les extraits de mucus. S i  I'immunsérum est saturé par du sérum humain (1OOp l  

de sérum pour 500 pl dlimmunsérum) seul I'arc des IgA disparai't. Les arcs D e t  F 

n'ont pu être identifiés jusqu'à présent. 

1. D .2. c lmmunsérum de Cheval anti-sal ive humaine 

to ta le (Ka I lesta d) . 

l Six arcs sont révélés dans les extraits de mucus. La 

I saturation de I'immunsérum par du sérum humain (même proportion que dans le 

I paragraphe précédent) n'él imine que I'arc de la P euglobuline. Les arcs B et  C, 1 c 

I D e t  F ne sont pas identifiés. ( Fig, I .D.2.c ) 

1. D.2.d Immunsérum de Chèvre anti- lysozyme humain 

(Ka l lestad) 

L'emploi de cet  immunsérum en double dimension avec 

les adaptations de temps et  de sens de migration nécessaires, n'a pas donné de 

I résultats. Le lysozyme a néanmoins 6 té mis en évidence en immunoélectrophorèse 

I simple en gel  d'agar ( une heure de migration) dans la fraction 6 provenant de 

gel - f i  l trat ion d'un extrai t  de mucus.Sur colonne de S 68 (paragraphe 1 .  E.  6. ,p: 29 ) 

1. D .2. e Immunséru~  de Lapin an t i  -mucus bronchique 

humain 

Ces immunsérums ont été prépar6s 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 mêmes proportions que précédemment). Les diagrammesobtenu! 

Fg.l.D.2. e), présentent 6 à 8 pics selon les concentrations d'immunsérums emp loyées. 
3c 

Deux constituants sont facilement identif iés : l'amylase par la révélation spécifique, 

la bronchotransferrine par une méthode voisine de ce l le  décrite par PLATT et  co l l .  

(1973) : en avant du dépôt, lors de la première dimension, nous incorporons dans 

- -  - -  - - - - -  - - - - - - - - - - - -  .IL-*- - - - - - - L  

K Les arcs obtenus avec I'immuns6rum lot  n o  46 qui ne sont pas désignes par des 

lettres n'ont pas &té mis en évidence dans tous les mucus étudi6s avec cet 



10 m l  de mucus 
K + 10 g dlEcteola-cellulose humide 

+ 20 m l  de tampon PO: 0,01 M , NaC I 0,15 M de pH 7 ,5  

I 
- - 

Ag'tation 1 heure b 4OC 1 
Centrifugation pendant 15 mn b 6 500 tours/mn 

Surnageant dia 
I + 

Fabrication de 
de Lapin lot n 

lys6 e t  lyophi 

+ 10 m l  de tampon PO: 0,01 M , NaC l  0,5 M de pH 7,5 

1 
.i. (L 

Agitation 30 mn b 4OC 

1 
Centrifugation pendant 15 mn b 6 500 tours/mn 

1 
)surnageant dia lys6 e t  lyophi lis6 

1 
Fabrication de I'immuns6rum 
de Lapin lot no  

n Ecteola-cellulose de capacité d'échange ionique 0,33 mEq/g. sec 

équi librée dans le  tampon PO4 0,01 M , NaC I 0,15 M de pH 7,5 . - - 
Sch6ma 1 .  D.2.e : PREPARATION DES FRACTIONS DE MUCUS UTILISEES 

POUR LA FABRICATION DES IMMUNSERUMS DE LAPIN ANTI-  MUCUS 

BRONCHIQUE HUMAIN . I 
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l ( L'arc du composant C presente un dédoublement avec cet immunsérum ) 

lot no 45 

( Dans les deux diagrammes, le composant E apparai? sous la forme d'un 

arc 6 double courbure. O n  peut noter la variation du rapport de ces deux 

formes avec les deux immunsérums utilisBs. ) 

Figure 1. D.2.e : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DL c!;) - 
- .- 

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

BRONCHIQUE HUMAIN . 



le ge l  de I'immunsérum an ti-lactotransferrine qui é l imine dès la première migration 

é lectrophoré tique I ' antigène correspondant ; l'arc qui  dans la deuxième dimen- 

sion a disparu par rapport à la plaque témoin est ce lu i  de la bronchotransferrin'e. . 
Dans le but de caractériser d'autres arcs nous avons 

K 
appliqué la technique de révélation spécifique des éstérases. Les arcs B e t  C , 
d'a i  lleurs communs à la salive et  au mucus,sont CO lorés. L'un de ces arcs corres- 

pond sans doute à la ka l l ic ré ine mise en évidence par ROUSSEL (1965). La carac- 

térisation et  l ' ident i f icat ion des autres constituants (A, D, E, F) restent à faire 

et  leur rôle biologique reste à découvrir. 

S i  les immunsérums anti-mucus épuisés par le sérum 

humain total  sont, de p lus,épuisés par de la salive humaine totale lyophilisée 

(à raison de 1 mg pour 100$*1 d'immuns6rum) tous les arcs disparaissent dans les 

conditions de rapport an tigène/anticorps utilisées. Cette constatation tendrait à 

démontrer qu ' i l  n'existe pas de constituants antigéniques spécifiques de la sécrb- 

t ion bronchique. Cette i n  terprétation doi t  cependant être nuancée 2 Tout d'abord 

sur le plan technique, il faut insister sur le fa i t  que,plus des immunsérums sont 

saturés, plus i l  est d i f f i c i l e  de mettre des arcs en évidence en double dimension, 

à cause de la coloration persistante du fond de la plaque. Ensuite, la qual i té des 

immunsérums obtenus peut aussi être mise en cause. I I serait nécessaire d'obtenir 

d'autres immunsérums chez d'autres animaux, chez le Bouc notamment dont la ' 
sensi b i  li té des réponses immuno logiques est connue. l 

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

Dès 1963, BISERTE et co l l .  caractérisent dans la phase 

soluble du mucus une glycoirotéine qui est antigéniquement assimilable b la 

lactotransferrine récemment isolée du la i t  de Femme par MONTREUIL e t  co l  1. (1 96 

I l s  mettent également en évidence la p -globuline salivaire. MASSON e t  co l l .  2 M 
(1 965) identif ient, en plus de la bronchotransferrine, une P -globuline salivaire, 

" 1 
une a -globuline salivaire, de l'amylase (dont i l s  attr ibuent la  présence uniquement 

2 
à la contamination salivaire) e t  du lysozyme. 

Des études menées plus récemment par RYLEY e t  co l l .  

(1 972), sur la phase soluble du mucus obtenue après ultracentrifugation, font é tat  

K Vo i r  part ie technique p : T.21 . 



s ++ 
de la présence d'une protéine qui précipi te en présence d'ions Ca décrite aupara. 

vant par GU GLER e t  co l l .  (1967) dans la sal ive 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 même ar t i c le  RYLEY e t  col l .  

(1 972) effectuent une étude comparative de la phase soluble de la sa l i ve  humaine 

totale (obtenue après une centrifugation à 50.000 g pendant 30  minutes) et  la 

phase soluble de I'expectoration (obtenue après une ultracentri fugit ion b 120.000 g 

pendant quatre heures). Leur étude porte sur d ix  ma lades. I l s  emploient la technique 

d'immunoélectrophorèse bidimensionnelle avec un immunsérurn de Lapin anti-pro- 

téines bronchiques humaines. Les mêmes protéides sécrétoires sont retrouvés dans 

les deux liquides ; mctis, l 'exception de I'amylase, les taux de ces protéides sont 

plus é levés dans I'expectoration que dans la salive. Cons idérant qu'en moyenne 

la contamination de I'expectoration par la sal ive ne peut dépasser 20 p.  100 (en 

raison de la différence de viscosité de ces mi l ieux) et  que l a  concentration des 

protéides sécrétoires n'est dans , aucun cas trois fois plus élevée dans l a  salive 

que dans le mucus correspondapt, les auteurs en déduisent que tous ces protéides 

de I'expectoration y compris I'amylase n'ont pas uniquement une origine salivaire. 

Dans l 'é tat  actuel  de notre étude, nous pouvons dire 

que, parmi les six arcs (A 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  travai l  

d ' ident i f icat ion sur des prglèvement s endobronchiques qui seront dépourvus de 

I .E. Fractionnement de I 'extrai t  de mucus en gel - f i l t ra t ion : 

Après act ion de I'Ecteola-cellulose, l 'ext ra i t  de mucus 

con tamina tion sa l ivaire . Dans les pré lèvemen ts endobronchiques que nous avons 

étudiés, seule la recherche de I'amylase avai t  6té effectuée puisque nous ne 

disposions pas encore, à cette époque, des immunsérums an t i  -sécréti.ons.. 

est dialysé 4 jours contre de l'eau désionisée ; 15 m l  d 'extrai t  (ce qui correspond b 

5 m l  de mucus) sont déposés sur une colonne (2,3 x 80 cm) de Sepharose 6 B. 

L'é lut ion est effectuée avec le tampon Tris O, 1 - M N a C  I 0,2 - M de p H  8,O. Les 

fractions recuei l  lies ont un volume de 3,2 ml. La lecture de la  densite optique b 

278 nm est suivie d'une repérage des oses combinés par la méthode à I 'orc ino l  SUI- 

I 

furique adaptée à I'autoanalyseur Technicon. La courbe d'élut ion est représent6e 
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a : Diagramme d'elution de la  colonne de Sepharose 68 

: Prediffusion avec l'immunr~rum de Lapin anti-s6rum humaip total 

H 
Figure 1.E : GEL-FILTRATION DE L 'EXTRAIT DE MUCUS SUR C O L O N N E  DE SEPHAROSE 60 N 

I 
REPERAGE PAR LA TECHNIQUE DE PREDIFFUSION I 



sur la Figure 1. E .  a. De plus, I 'éluat chromatographique est étudié à I 'aide de 

la technique d'é lectroimmunodiffusion avec prédiffusion de l 'antigène : e l l e  
de 

permet un rep6rage rapide la zone d'élution d'une protéine à I 'aide de ses 

caractères immuno logiques. Les immunsérums de Lapin anti-protéines sériques 

(-P) et  anti-factotransferrine ( - Y  ) sont u t i  lisés. L'amylase est repérée spécifi-, 

quement, par la technique de BERNFELD (1955) appliquée à I 'é luat chromato- 

graphique. L'ensemble des résultats obtenus est indiqué sur la Figure 1. E. 

Les fractions correspondant à chaque p i c  sont rassemblées e t  dialysées quatre 

jours contre de l'eau désionisée puis lyophilisées. 

1. E. 1 . E tude de la  fraction 1 

1 El le est r iche en glucides combinés (courbe à I'or- 

c ino l  de la Figure 1.E.-a, p. 23 ) .  La poudre obtenue est étudiée en é lec-  

trophorèse en lames d'agarose (Fig . 1. E. 1 . -a) ; cette fraction exclue de 

Sepharose 6 0 contient des glycoprotéines de masse molaire élevée qui ne son1 

pas retenues par I'Ecteo la-ce1 lu lose dans le tampon employé paur l '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'élution est re- 

présentée sur la Figure 1 .  E .  1 i p .  La fraction exclue du ge l  correspond à des 

composants de masse molaire élevée qui  ne migrent pas en électrophorèse en 

lame d'agarose (mucoprotéines). La troisieme fraction de I 'é luat est composée 

de constituants protéiques de plus faible masse molaire. La fract ion 2 

étudiée en 6 lectrophorèse en lame d'agarose (Fig . 1.  E . 1  . - Y  ) présente les 

caractéristiques de migration électrophorétique en lame d'agarose e t  d 'af f i -  

n i té t inctor iale des mucines neutres éI1i-es de I'Ecteola-cellulose en N a C I  0,l hi - 
dans le  protocole de préparation des mucines bronchiques de DEGAND (1 972). 

La composition en acides aminés et  en sucres de cette 

fraction a été dé terminee (Tableau 1. 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 glycocol le et en proline, pauvret6 en 

acides aminés basiques. Cependant nous trouvons 2 résidus pour 100 de demi- 

cystine. 
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de la Fraction de départ : F1 S 68 ( voir Figure 1 .  E .) 

p : Gel-filtration sur S 28  

- 0 .0 .  278 nm 

----- O rcinol 

y : Etude ~lectrophoretique en lame d'agarose 

de la Fraction 2 de S 2 8  . 

Figure I .E .  PURIFICATION DES MUCINES NEUTRES - 
E T  ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS OBTENUES 



Tableau I.E.1. 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE S 28 ( voir Figure I.E.1. ) 

MUCINE NEUTRE 

K Composition en acides amines 

K R RBsultats exprimés en pourcentage de poids sec cn 
AR G 3/21 I 

AS P 

THR 

S ER 

GLU 

PRO 

GLY 

A LA 

VAL 

CYS/2 

MET 

1 LE 

LEU 

TYR 

PHE 

LYS 

H I S  

Composition g lucidique K K 

6/06 

18/12 

13/45 

7 /18  

8/31 

9/28 

9/07 

5 /17  

1  /99 

/ 
2/28  

5 / 6 7  

1,66 

3 /04  

3 /03 

2 /49 

Fu cose 

Acide N -acétyl-neuraminique 

Ga lactose 

N -acetyI-glucosamine 

N -acétyI-galactosamine 

Sulfate 

17, O 

1 r9  

23,2 

17,4 

10,l 

1 / 8  

Total sucres : 7 1,4 p. 100 du poids sec 

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

K Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus I 

ra 



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-acé ty l  "neura- 

minique (1,9 p. 100) et  de sulfate (1,8 p. 100). 

La fraction 1 de l 'é luat chromatographique après gel- 

f i l t ra t ion de l 'extrai t  de mucus sur colonne de Sepharose 6 B contient des cons- 

tituants de type mucine neutre. 

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

Les résu l tats obtenus par la technique de 

prédiffusion avec I'immunsdrum de Lapin anti-sérum humain total (Fig. I . E . -P 
p. 22 ) indique que cette fraction contient un composant majeur. L'gtude de 

la fraction 2 est représentée sur la Figure 1.  E.2. L'électrophorèse en lame 

d'agar (-a et p) montre une fraction dans la zone des gamma-globulines. En doub 

dimension avec I'immunsérum de Lapin anti-sérum humain ( -  Y), deux consti- 

tuants apparaissent en plus des IgA-globulines . I l s  sont identif iés à l ' a  2-macr0- 
globuline et  à I 'haptoglobine sous forme de polymères (bien visibles sur le gel  de 

po lyacrylamide - 6 ). L 'ut i  lisation de I'immunsérum de Lapin spécifique du f ibr i -  

nogène a permis de montrer que ce constituant est é lu6 dans cette fract ion 2. 

1 .  E .3.  E tude de la fraction 3 : 

La majeure part ie 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.  -Pip. 22 ). L'étude de la 

Fraction 3 est représentée sur la Figure I.E.3. 

En électrophorèse en lame d'agar (-a e t  

p) et  en ge l  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 (- 6 ) .  ( ~ ' é ~ a u l e m e n t  de l 'arc de la s6rumalbumine est vrai- 

semblablement dû à la lyophi lisation). L'ut i l isation des immunsérums de Lapin 

anti-mucus bronchique nous a permis de savoir que la maiorité des protéides ré- 

vé lés par ces immunsérums se trouve également dans cette Fraction 3. 

L'étude avec prédiffusion effectuée avec 

I'immunsérum de Lapin ant i -  lactotransferrine humaine (Fig. 1 .  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 ) 

: E lectrophorése en lame d'agar ( PAS ) 

Y : Immun06 lec trophor&se bidimensionnel le avec I'immunrérum 
* r 

de Lapin anti-sérum humain total 

8 : E IectrophorBse en gel de polyacrylamide 

Figure I.E.2 : ETUDE DE LA FRACTION 2 DE L'ELUAT DE LA C O L O N N E  

DE SEPHAROSE 6 B . 
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a : Electrophorèse en lame d'agar ( AS ) I 
/3 : E lectrophorèse en lame d'agar ( PAS ) 

y : Electrophorèse en gel de polyacrylamide 
l 6 : Immun06 lectrophorase bidimensionnelle avec I'immunr6rum 1 

de Lapin anti-sérum humain total 1 
E : Immunoé lectrophorase bidimensionnelle avec 

de Lapin anti- lac totransferrine 

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

DE SEPHAROSE 6 B . 

- - 



I .E.4.  Etude de la fraction 4 

Le repérage de l'lac t i v i  té amylasique 

effectué sur l '6 luat chroma.tographique (Fig. 1. E. - a  ; p. 22 ) indique que I'amy- 

lase est contenue dans cette fraction. La Figure 1. E .  4 représente l 'étude de la 

Fraction 4. D'après l'analyse é l e ~ t r o p h o r é t i ~ u e  en lame d'agar (-a e t  P),  I 'amyla- 

se en est le constituant pr incipal .  L'immunoélectrophorèse est effectuée avec 

I'immunsérum de Lapin anti-mucus bronchique, lo t  n046 ( - Y ) (qui révèle i c i  

essentiellement l'amylase) e t  avec un immunsérum de Lapin anti-amylase sali- 

vai re (Nordic) -(- 6 ) . En gel  de po lyacry lamide (- E ) les quatre isoamylases 

sont mises en évidence. 

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

La technique avec prédiffusion effectuée 

avec I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine (Fig. 1. E. -Y ; p.  22 ) nous 

permet de mettre en évidence dans cette fraction un constituant présentant des 

caractères an tigéniques communs avec ceux de la lactotransferrine du la i t  .(La 

quantité de poudre obtenue pour cette fraction est hé las très faible). Nous revien- 

drons ultérieurement (paragraphe 1. F .5 ; p. 36 ) sur cette observation. 

1 I . E . 6 .  Etude la fraction 6 : 

Le lysozyme est le constituant majeur de 

cette fraction dont I'é tude est représentée sur la  Figure 1 .  E .6. I I est caractérisé 

par sa migration électrophorétique en lame d'agar : coloration à I'Amidoschwarz 

(-a), absence de coloration par le réact i f  de Schiff après oxydation periodique (-Pi 
i l  est également ident i f ié par ses caractères antigéniques (- Y ) .  L'absence de 

sucres est contrôlée en chromatographie en phase gazeuse. La composition en 

acides aminés a été déterminée (Tableau I.E.6.). Nous avons également fa i t  

f igurer 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 brmes humaines et  du la i t  humain (JO LLES et  col l . ,  1967), 

de la salive humaine (PETIT e t  col l . ,  1963 -a) e t  du placenta humain (PETIT e t  

col l . ,  1963, b). 

La composition du lysozyme que nous 

avons isolé de la sécrétion bisonchique, présente les mêmes caractéristiques que 

celles des lysozymes des autres s6cretions : richesse en acides amines dicarboxy- 
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a : Electrophorèse en lame d'agar ( AS ) 

: Elec trophorése en lame d'agar ( PAS ) 

Immun06 lectrophorése avec I'immuns6rum de Lapin : 

y : anti-mucus bronchique humain ( l o t  n046 ) 

6 : an ti-amylase salivaire humaine 

c : E lec trophorése en gel de polyacrylamide. 

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

DE SEPHAROSE 6 B. 

a 

- -- .- ---- ---- ---_ -- - - -  - d  

P 

a : Electrophor&re-en lame d'agar ( AS ) 
2 heures de migration 

: Electrophor&se en lame d'agar ( PAS ) 

y : Immuno6lectrophor8,e de 2 fractions 6 de mucus diff6rents avec 

I'immunsérutn de Ch&vre anti-lysozyme humain ( 1 heure de migration) 

Figure I.E.6 : ETUDE DE LA FRACTION 6 DE L'ELUAT DE LA COLONNE 

PE SEPHAROSE 6 B , 



Tableau 1 .  E.  6. 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU LYSOZYME DE QUELQUES SECRETIONS HUMAINES 

Ac ide  
aminé K K 

THR 

SER 

GLU 

PRO 

GLY 

A LA 

VAL 

c ysp 
MET 

1 LE 

LEU ' 

TYR 

PHE 

LYS 

Sécrétion 

Fraction 6 (DE LBART, 
1972 ) 

Larmes 

(JOLLES * 
e t  ~011 .~1967)  

Placenta Lai t  

(JOLLES * 
e t  co11.,1967) 

(PETIT * 
e t  coll., 1963-b 

Salive 

(PETIT * 
e t  ~011 .~1963-a  

rr Les compositions en acides aminés exprimées par les auteurs en nombre de résidus par mole ont 6té converties en nombre de 
résidus pour 100 résidus . 

K K  Les résultats sont exprimes en nombre de residus pour 100 r6sidus d'acides aminés dosés. 



liques (acide aspartique*, acide glutamique), richesse en alanine, en leucine, en 

acides aminés basiques ( lysine e t  arginine). Nous trouvons un pourcentage de résidus 

de demi-cystine (4 résidus pour 100) qui  est plus proche de ce lu i  généralement 

trouvé par les autres auteurs (4 à 6 résidus pour 100) que celui  trouvé par  DELBART. 

Cette différence est peut-être due au fa i t  que la méthode choisie par DELBART pour 

la désorganisation du réseau f ibr i l la i re  du mucus bronchique consistait en une 

réduction par le mercap to-6 thano 1. 

I 1. F .  Particulari tés de certains constituants du mucus bronchique I 
1. F .  1. Les IgA-globulines des sécrétions bronchiques 

MASSON e t  co l l .  (1966) établissent, grâce b I 'ultracen- 

tr i fugation que les s6crétions bronchiques contiennent une forme d'lgA ayant une mas 

se molaire 6 levée(constante de sédimentation 1 1 5 ) .  Cependant ces auteurs précisen 

que près de 20 p .  100 des IgA bronchiques sont des monomères 7 S.  Ce type d'6 tude 

a été repris ultérieurement par NEWCOMB et  co l l .  (1969) qui on t  analysé les propor- 
K 

tions relatives dt lgA 11  S et d81gA 7 S dans sept mucus . D'après ces auteurs, 23p.R 

des IgA du mucus au maximum sont sous forme 7 S. Nous n'avons pas essayé de redéfi 

n i r  cette proportion, mais nous avons mis en évidence 11h6térogénbitB des IgA (voir 

électrophorèse en gel de polyacrylamide p. 7 . Cette experience est confirmée par 

l 'étude avec pr6diffusion effectuée sur I 'éluat chromatographique de la  colonne de 

Sepharose 6 B ( Fig. 1.E.-P) : des IgA sont éluées dans la fraction 2 et  dans la frac- 

t ion 3; elles ont donc des , masses ' molaires différentes. 

Les connaissances que nous avons actuellement sur la struc-1 

ture des IgA sécrétoires résultent essentiellement de travaux effectués sur les sécr6- 

tions colostrales. En 1965, TOMASI et  co l l .  definissent dans les IgA colostrales le  

composant sécré toire SC. HAVEZ et co l l .  (1966) caractérisent dans la sécr6tion 

bronchique ainsi que dans les sécré tions salivaires, gastriques, CO lostra les e t  intesti- 

nales un déterminant antigénique part icul ier aux lgAs qu' i ls appellent chaîne a . 
5 

Depuis, de nombreux travaux sur les IgA colostrales ont montré que les IgA de sécré- 

t ion sont des dimères d' lgA 7 S qui comportent outre le composant sCIcrétoire SC, l a  

chaîne de jonction J decouverte en 1970 par HALPERN e t  co l l .  

R Les auteurs homogénéisent les mucus dans un homogén6iseur après avoir  ajouté un 

volume égal de N a C  I O, 15M addi tionne dlEDTA. Un traitement par le r ivanol  est 

effectué ensuite, et I 'u Itracentrifugation est fa i te sur le  surnageant obtenu après 

une centri fugation b 10 000 tours/minute pendant 30 minutes. 



Aucune étude struct urale n'a encore été menée b bien 

sur les IgA bronchiques : la d i f f icu l té  de  préparation en est la cause principale. 

Les études conduites en ultracentrifugation (MASSON e t  co l  l., 1966) permettent 

de penser que les IgA bronchiques résultent du même assemblage moléculaire que 

les IgA colostrales. Les techniques immunologiques que nous utilisons ne nous on t  

pas permis jusqu'à présent de mettre en évidence le composant sécrk toire l ibre dane 

un extrai t  de mucus : le potent iel  de synthèse du SC par l 'épithélium bronchique 

serait- i l  entièrement uti l isé pour former les IgA de type sécrétoire ? MEClCl e t  

co l l .  (1971) pensent que les IgA sécrétées par la muqueuse bronchique endommagée 

des bronchiteux chroniques à un stade avancé ne coatiennent plus de composant 

sécrétoire SC. 

1 .  F .2. L 'a  -0ntitrypsine du mucus 
- 1  

Dès 197 1, nous avions remarqué que, parmi les arcs 

révélés en double dimension avec I'immunsérum anti-protéines sériques, un cons- 

t i tuant apparaissait sous la forme de deux courbes de précipi tat ion de po in t  iso- 

électrique différent (LEBAS, 1971). A u  cours de l ' ident i f icat ion des différentes 

plages de précipitation, nous avons pu attribuer cet arc, à double courbure b 

l'a, -antitrypsine (HAVEZ et col l . ,  1973) (Figure l.F.27a). II ne pouvait s'agir de 

la s6paration des variants génétiques étant donné que les phénotypes ne sont pas 

différenciés dans cette technique. HOCHSTRASSER et  coll.(l971-b)ont également 

ident i f ié deux formes d 'a  -an t i  trypsine dans les sécrétions bronchiques infectées. 1 
A de rares exceptions près (2 sur 80 mucus) 1 '  a, -anti- 

trypsine apparai't sous la forme d'un arc à double courbure dans les extraits de 

mucus que nous avons étudiés,alors que RYLEY et co l  1. (1 973) ne rencontrent ce 

phénomène que dans 50 p.  100 des cas. Nous avions tout d'abord pense que la 

forme de mobi l i t6 électrophorétique la plus faible pouvait être due à une désia- 

l idat ion de la molécule d 'a  -ant.itrypsine:on compte. 6 moles d'acide sial ique par 1 
mo Iécule (SCHULTZE, 1966 ). Or ,  la  présence de neuraminidase bactérienne, 

dans un mucus est très vraisemblable, Nous avons donc, avec l 'aide de Madame 

HOUDRET, fa i t  agir la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae : 

1) sur un extrai t  de mucus contenant les deux formes d 'a  -0ntitrypsine 
1 

2) sur un extrai t  de mucus ne contenant que la forme d 'a  -anti trypsine 1 
la plus rapide dans le but d'observer un éventuel ralentissement de sa migration élec 



a : Fraction soumise à la chromatographie d'affinité. 

p : Fraction F. 1 . non retenue sur la colonne de "Sepharose-trypsine". 

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

dont I'élution peut être obtenue par un tampon acide. 

Figure I .F .2 .  : IMMUNOELECTROPHORESES BIDIMENSIONNE.;L'LES 

EFFECTUEES AVEC L' IMMUNSERUM DE LAPIN SPECIFIQUE DE 

L'a, -ANTITRYPSINE. - 



trophorétique. Les résultats ont été les suivants : dans I'expérience 1) les deux 

formes se sont déplacées vers la cathode en restant dans le même rapport ; dans 

I'expérience 2) on n'observe toujours qu'une seule forme qui devient également plus 

cathodique. L 'expl icat ion de l'arc à double courbure de l ' a  -antitrypsine par une 
1 

désialidation par t ie l le  ne peut être retenue. 

Dans le sérum de Chien, O HLSSON ( 1971 -a, 1 9 7 1  -b ) met 

en évidence la formation i n  vitro d'un complexe a -antitrypsine - protéases leuco- 
1 

cytaires caractérisé en immunoélectrophorèse bidimensionnelle. 

Nous avons repris ce type d'expérience en ajoutant de la trypsine 

à un sérum humain : nous provoquons la formation de la plage de précipi tat ion la 

plus cathodique de l ' a  -anti trypsine. Ces expériences ont également été réalisées 1 
par HOCHSTRASSER et  co l l .  ( 1973-c ). Nous avons donc pensé que, dans le mucus 

bronchique, la forme d 'a -anti trypsine de migration é lectrophorétique la plus lente 
1 

pouvait  être due à un complexe a -antitrypsine-protéase ( dénomination restant très 1 
généra le ). La séparation de ces deux formes de mobi li té é lectrophoré t ique différente 

a donc 6té entreprise ( LEBAS et  co l l .  , 1973 ) sur une colonne (1 x 1 8  cm) de 

Sepharose 4 B couplée à la trypsine selon la technique de CHAUVET et co l l .  (1972) 

( voir  part ie technique p : T. 21 ). 

20  mg de la Fraction 3 obtenue par gel- f i l t rat ion sur Sepharose 6 B sont dissous dans 

2 m l  de tampon acétate de sodium O, 1 M de pH 4,O contenant 0,3 M N a C I  et 0,01 M - - - 
CaC I e t  déposés sur la colonne. Le lavage de la colonne par ce même tampon 2 
permet de recuei l l i r  une fraction F. 1 . Le passage d'un tampon acide HC I O, 1 N, 
NaC1 0,5 - M , CaC l2 0,01 - M de pH 1,2 permet d'éluer une seconde fract ion F.2. 

qui  est de sui te neutralisée par dia lyse contre un tampon Tris O, 1 4 , N a C  1 0,2 - M 

de pH 8, O,.. L'étude en double dimension de ces deux fractions ( F. 1. e t  F. 2. ) avec 

I'immunsérum de Lapin spécifique de l ' a  -antitrypsine donne les diagrammes représen- 1 
tés sur la  Figure I.F.2. La Fraction F. 1 .  correspond à l'ensemble des protéides non 

retenus sur la colonne; l ' a  -antitrypsine présente dans cette fraction est sous la forme 1 
de mobi l i té électrophorétique la plus faible ( Figure 1. F .  2. -P ). La Fraction F.2. 

con t ient la forme d 'a -an t i  trypsine de mobi l i té é lectrophoré tique la plus grande 
1 

(Figure I.F.2- Y ) : cette forme est donc encore capable , d'après cette expérience, de 

se l ier  b la trypsine. Cependant nous n'avons encore jamais réussi , dans un mucus, à 

modif ier le rapport entre les deux formes d 'a  -antitrypsine par addit ion de trypsine 
1 

à l 'extrai t  de mucus. 

P- - 



I .F .3 .  Glycoprotéines de point  isoé lectrique modif ié 

Certaines glycoprotéines telles l ' a  -glycoprotéine 1 
-acide, l'a Gantichymo trypsine, I'haptoglobine ont un comportement é lectrophoré- 1 
t ique différen t de ce lu i  qu'elles ont dans le  sérum : cec i  confirme l' impossibil ité 

de ne se f ier  qu'aux seuls critares de mobi l i t6  é lectrophorétique pour I ' ident i f ica- 

t ion des composants de mucus e t  l ' intérêt de l 'emploi de méthodes immunologiques. 
' 

Ce phénomane de ralentisseme n t  de migration é lectrophorétique pourrait être at t r i -  

- bué b 1'6limination d'une certaine quantité d'acide sialique consécutive à l 'act ion 

d'une neuraminidase présente dans le mucus e t  d'origine microbienne. Lorsque nous 

avons fa i t  agir la neuraminidase de Diplococcus pneumoniae sur l 'extrai t  de mucus 

(parpgraphe 1.  F. 2 ) e t  effectué les immunoé lectrophorèses en dcuble dimension avec 

les immunserums de Lapin spécifiques de I'hap tog lobine et  de l ' a  -glycoprotéine 
1 

acide, nous avons pu voir  qu'apras un temps d' incubation prolongé (2 heures et  plus) 

les arcs correspondant à ces glycoprotéines se situaient à peu près au niveau du 

dépôt : nous pouvons donc penser que dans le mucus où nous assistons à un ralentis- 

sement de la migration élecirophorétique de ces glycoprotéines, ce phénomène 

peut être dû à une désialidation par t ie l le  des molécules. , 

I.F.4. Proteides de masse molaire élevée. 

Parmi les composants d'origine sérique identifiés, i 1 est 

surprenant de trouver des protéides de masse molaire élevée tels que les I g M  ( de 

masse molaire voisine de 900 000 g ) e t  l ' a  -macroglobuline ( de masse molaire 2 
820 000 g ). En effet, s i  l 'on admet que la présence des protéides d'origine sérique 

dans le mucus bronchique est due h un phénomane de transsudation au niveau de la 

bronche, on ne comprend pas comment peuvent transsuder des molécules de s i  grande 

ta i l le .  II faudrait donc admettre qu ' i l  existe des mécanismes de transferts actifs. 

1 .  F. 5. Bronchotransferrine 

Lors du repérage par la méthode de prédiffusion avec 

I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine ( Nord ic  ) appliqué b I 'éluat chromato- 

graphique de la colonne de Sepharose 6 B ( Figure I ; E .  p : 22 ) , deux zones d'elu- 



gradient 
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Tehnique associant une é lectrophor&se en "Gradipore" (gradjen t de po lyacrylamide 

de 4 b 26 p. 100) 6 une Pieme dimension en agarose b 1 p. 100 contenant de l'immun-\ 

sérum de Lapin anti-lactotransferrine humaine appliquée b :, I 
a : Fraction 3 de I'éluat de S 68 

P : Fraction 5 de I'éluat de S 68 

Y : Solution riche en lactotransferrine L 
Immunoélectrophor&se avec I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine de : l 

6 : Fraction 3 de I'éluat de S 68 

E : Fraction 5 de 1'6 luat de S 68 
0 ~1ti.i 

L-• 

Figure I .F.5. : ETUDE DES PARTICUIARITES DE LA BRONCHOTRANSFERRINE 

HUMAINE . 1 



t ion sont observées au niveau des fractions 3 et  5 .  Deux hypothèses peuvent être 

envisagées pour expliquer cette observation. Tout d'abord, i l  pourrait s'agir, 

dans la fraction5 d'une forme dégradée de bronchotransferrine. En effet, la zone 

d 'é  lut ion de la fraction 5 correspond à ce l le  de constituant de plus faible masse 

molaire ( M: 20 à 30.000g,m ntre 50 à 1 00.000 pour la fraction 3). Nous avons 

donc tenté de vér i f ier  cette hypothèse. Seule peut être uti l isée une technique 

dans laquelle l ' ident i f icat ion par les caractères immuno logiques est possible. En 

effet, la bronchotransferrine n 'est pas le seul constituant n i  de la f ract ion 3, p i  

de la fraction 5. Ainsi  la technique en gel  de polyacrylamide en m i l i eu  SDS n'est 

pas u t i  lisable puisqu'une deuxième dimension en immun06 lec trophorèse n 'est p lus 

réalisable. Nous avons donc employé une technique proche de la technique 

d'immunoé lectrophorèse bidimensionnelle. La première dimension est effectuée 

en électrophorèse sur plaque de Gradipore (") (gradient de polyooiylarnide de 4 b 

26 p. 100 , en tampon véronal de pH 8,6 ; 48 heures sous une différence de poten. 

t ie  l de 4 volts/cm aux bords du gel) ; puis la deuxième dimension est classique 

dans un ge l  d'agarose à 1 .p .  100 con tenant de I'immunsérum de Lapin ant i - lacto- 

transferrine. Les fractions3 et  5 sont étudiées dans cette technique comparativemer 

à une solution riche en lactotransferrine (Fig. i . F . 5 ,  a, P, Y ).  Cette solution 

riche en lactotransferrine est obtenue à part i r  du précipité 2,O - 4, O M en - 
sulfate d'ammonium b pH 7,O du lactosérum, traité selon la méthode de ~ c i s t a l l i -  

sbtion préconisée par HAUPT e t  co l l .  (1973) : la fraction ainsi p répar0e contient 

essentiellement de la lactot r.ansferrine, un peu de complexe lactotransferrine - 
composant SC e t  des traces de sérumalbumine. 

Dans la fraction 3, on trouve deux constituants présentant 

des caractères antigeniques communs avec ceux de la lactotransferrine : l'un de 

masse m'olaire identique à ce l le  de la lactotransferrine témoin, l 'autre migre 

plus lo in dans le gradient de polyacrylamide. Dans la fraction 5, seul un consti- 

tuant de masse molaire c~r respondant~à ce 1 le de la lacto;ransferrine témoin 

est mis en évidence : la bronchotransferrine éluée dans cette fraction n'est donc 

pas une forme dégradée de bronchotransferrine, 

(K) Labo - Moderne 



La deuxième hypothèse , pour expliquer le comportement 

part icul ier de la bronchotransferrine en ge l-f i  ltration, est la  formation d'associci- 1 
t ion entre la bronchotransferrine e t  d'autres constituants. DESCAMPS (1974) a l 
montré que la lactotransferrine humaine peut se complexer avec des glycopep tides 

de l a i t  ( c'est sous cette forme qu'elle existerait à l 'état na t i f  dans le lactosérum ). 

Ainsi associée,la lactotransferrine n'a pas le même comportement que la lacto- 

transferrine pur i f iée en chromatographie de gel- f i  l trat ion. De même , el le  

possède une mobi l i té électrophorétique en lame d'agar à p H  8,2 beaucoup plus 

grande que la lactotransferrine purifiée. O r  , pour la bronchotransferrine, nous 

observons en immunoé lectrophorèse en lame d'agar à pH 8,2 ( Figure 1.  F .5. ) 

avec I'immunsérum de Lapin anti-lactotransferrine deux arcs de précipi tat ion 

que ce soit dans la fraction 3 ( -6) ou dans la fraction 5 ( - E) de I 'é luat de la  

colonne de Sepharose 6 B . L'arc qui possède une migration plus anodique pour- 

ra i t  correspondre à la  bronchotransferrine associée à des glycopeptides. II pourrait 

s'agir, dans le mucus bronchique, de glycopeptides provenant de la dégradation 

des rnucines bronchiques , par exemple, dont la proportion serait dif fërente dans 

la fraction 3 e t  dans la  fraction 5 . 

1 .  G. Appl icat ion de la technique de double dimension à l'étude de 

la sécrétion bronchique de quelques cas part icul iers : 

Les études que nous avons effectuées ont essentiellemm t porté 

sur des mucus de malades atteints de bronchite chronique. A l 'aide de la techniqu 

d'électrophorèse en gel  de polyacrylamide nous avons déjb pu constater les va- 

riations qui  existent d'un mucus à l 'autre. A I 'aide de la technique d'immuno- 

électrophorèse en double dimension ces variations sont encore plus nettes. En 

effet, cette technique apporte un aspect qual i ta t i f  e t  semi quant i tat i f  global inté- 

ressant pou r déf inir  l 'aptitude fonctionnelle de la muqueuse d'un sujet. Nous 

ge l  la même quanti te do même .immunsérum, des comparaisons quantitatives peu- I 

avons effectué une comparaison des diagrammes que nous obtenons pour différen- 

tes sécrétions bronchiques particulières, en double dimension en ut i l isant I ' im- 

munsérum de Lapin anti-protéines sériques humaines. Dans la mesure ob les dépôts 

effectués correspondent à une même quantité de mucus e t  03 l 'on i nc lu t  dans le 

- 



vent être faites. 

1. G. 1. Sécrétion bronchique du fumeur : 

Nous appelons "sécrétion normale" ou "témoin", cette 
I 

sécrétion d'un sujet dont les mécanismes de défense bronchopulmonaire sont encore 1 
puissants : en effet, la fraction majeure d' lgA témoigne de l 'act iv i té  de synthèse de 1 
la muqueuse bronchique du sujet (Fig. 1. G. 1 '). La pauvreté du diagramme en ce 1 
qui concerne les pro téines sériques montre que la f i  l trat ion des constituants plasma- 

tiques est encore bien cbntrôlée par la muqueuse. La s inp l i f icat ion du diagramme I 
par rapport b celui  du mucus d'un bronchitiquechronique est très nettement mise en I 
évidence dans cette tec hnique ; pour rendre la comparaison plus aisée nous avons I 
fai t  f igurer (Fig. 1. G .  1 '  la plaque obtenue avec le mucus d'un bronchitique chro- 1 
pique effectuée avec l a  même quantité d 'extrai t  e t  la même quanti té d'immunsérum I 
que pour la plaque du mucus de fumeur. La variation du rapport des surfaces de pré- I 
c ip i ta t ion des IgA et  de la sérumalbumine est trhs remarquable. l 

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 .très I 
élevée:elle at teint  environ 1/10 du taux de protéines du sérum. La transsudation I 
est tri3s importante ; s i  l'on considère le volume qui peut être expectoré par le ma- I 
lade en 24 heures (500 ml), la perte protéique du sujet atteint un taux très élevé, 

Par contre, la sy,ithèse locale est très déprimée ; I'arc des IgA est peu important 

par rapport à ceux des autres constituanfs, 1 
1. G. 3 .  Sécrétion bronchique d'un malade présentant un dé f ic i t  

Avec la technique d'immuno-é lectrophorèse bidimensionnel1 d 
on peut faci  lement déceler des déficits en IgA. Parmi les mucus que nous avons I 
étudi6s, deux cas de dé f ic i t  to ta l  en IgA ont été rencontrés. Sur la Fig. 1.  G . 3 .  I 
l'absence totale de I'arc des IgA est facilement visualisée. 

1. G. 4. Sécrétion bronchique d'un ma lade présentant un dé f ic i t  

part ie 1 en a -antitrypsine : 1 

Le déf ic i t  p a r t i e l  en a -antitrypsine peut être également 1 
object ivé par cette technique. Ce déf ic i t  en a -antitrypsine est particulièrement 1 



( Immuns6rum de Lapin an ti-s6rum humain total ) 

Figure 1 .  G. 1 ' : SECRETION BRONCHIQUE D ' U N  SUJET FUMEUR ------- -- --- - 

( II T E M O I N  " ) 

( Immuns6rum de Lapin anti-sdrum humain total ) 

Figure 1 .  G .  1" : SECRETION BRONCHIQUE D ' U N  BRONCHITIQUE 

CHRONIQUE.  



( Immuns6rum de Lapin anti-sérum humain total ) 

Figure 1 .  G.2 : SECRETION BRONCHIQUE D ' U N  MALADE ATTEINT 

DE CANCER BRONCHIOLO-ALVEOLAIRE . 

! i ,  
CILLE 

( Immuns6rum de Lapin anti-sérum humain total ) 

Figure 1 .  G.3 : SECRETION BRONCHlQUE D ' U N  MALADE PRESENTANT 

UN DEFlClT TOTAL E N  IGA . 
* 

- 



. Immun06 lec trophor&ses bidimensionnel les aveec <. : , , .. . - . . _. . . I . . .  . . . 
a : I'immuns6rum de Lapin anti-a, -anti trypsine humaine 

I 

: I'immuns6rum de Lapin anti-s6rum humain total 

Figure 1 .  G.4 .  :. SECRETION BRONCHIQUE D ' U N  MALADE Ld 

PRESENTANT UN DEFICIT PARTIEL E N  a , -  ANTITRYPSINE . 
( Sujet homozygote ZZ  ) 



intéressant b mettre en 6vidence dans la sécr6tion bronchique, car il a été 

prouv6 qu'un sujet adulte, présentant un déf ic i t  htSr6ditaire en a -ant i  trypsine 1 
( homozygote ZZ  ) avai t  une grande probabil i t6 de développer un emphysème 

pulmonaire très grave ( KUEPPERS et co l l .  , 1974 ). Pour obtenir en double 

dimension avec I'immuns6rum de Lapin spécifique ( Fig. 1. G. 4-a ) un p i c  

visible d '  a -antitrypsine lors de l'étude du mucus d'un sujet homozygote ZZ 1 
il faut concentrer d ix  fois I 'extrai t de mucus ; d'autre part, une seule forme 

d 'a -anti trypsine est observéSe, la forme de mobi li td é lectrophoré t ique la plus 1 
rapide. 



I I .  A .  Méthode de dosage 

Il. B .  Homogénéisation du mucus 

II .C . Caracté ristiques du mucus homogénéisé 
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I I .  E .  Dosages des IgA-globulines e t  de la sérumaibumine 

du mucus bronchique humain 

I 1 .  F . E tude cri tique des dosages 
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Le b i lan  de nos connaissances sur les constituants protéiques de la 

sécrétion bronchique nous a permis de constater des variations ind iv iduel  les importante 
s 

mais il faudrait pouvoir les quantif ier. Nous avons cherché b mettre au po in t  un 

protocole de dosages qui permettrait de mieux connaare les rapports existant entre 

la composition biochimique de la sécrétion e t  les propriétés physico-chimiques qui  

conditionnent la quali té d'épurateur bronchique. D'autre part, i l semblait intéressant 

de tenter d 'établ i r  une corrélation entre la tendance b l ' infect ion chez certains 

sujets et une éventuelle perturbatiorr des IgA sécrétoires auxquelles on peu:.rattacher 

un rôle dans la défense immunitaire (WALDMAN et  col l . ,  1974). La teneur en IgA 

de fa sécrétion bronchique pourrait donc être un paramètre intéressant à connai'tre, 

comme un ref let  de I 'ac t i v i  té de synthèse de la muqueuse bronchique. 

II a , en effet, été démontré que la strucivmtiondes IgA sécrétoires est 

assurée tout au long de l'arbre respiratoire (COUTURIER et  coll, 1973, BRANLTZAEG 

1974) : les dimères d t lgA avec la chai'ne J sont synthétisés par les plasmocytes sub- 

épi  thé liaux et  le  composant SC est produit par les cellules épithéliales des alvéoles 

e t  de la sous-muqueuse trachéo-bronchique. 

D'autre part, la sérumalbumine a été choisie comme témoin de la 

transsudation p lasma tique. 

Les dosages dllgA e t  de sérumalbumine ont été effectués par 6lectro- 

immunodiffusion. Q u  elques adaptations ont dû être faites à cause de la nature du 

mi  l ieu sur lequel nous travaillons. II now a fa l lu  également pr6parer des gammes 

6 ta Ions qui correspondent aux protéides à doser. 

Cependant, le problème pr incipal  auquel nous avons été confrontée est 

ce lu i  de la volumétrie : il est impo~sib le de prélever w échant i l lon volum6trique 

correct dans un l iquide hétérogène et  visqueux. Or ,  nous voulions que ces dosages 

soient effectués à part i r  d'une faible quantité de pucus ( 1 ml), pour pouvoir l 'appl i -  

quer aussi bien aux expectorations limikhesd'un asthmatique en crise qu'aux exp.ectora: 

tions abondantes d'un bronchitique chronique ou d'un malade at te in t  de cancer bron- 

chiolo-alvéolaire. 

Dans tous les cas, l'hétérogénéité du mi l ieu est te l le  que des variations 

importantes des taux de protéines dosées peuvent être observées dans des 6chanti l lons 

de 1 m l  prélevés en des points différents au sein d'une même expectoration (VOISIN 

et  col l . ,  1973). Nous avons donc 6té dans l 'obl igat ion de mettre au po in t  un proto- - 



cole d'homogénéisation du mucus permettant de résoudre les problèmes posés par 

I 'hétér ogénéi té de la sécrétion bronchique. 

Une des  articular ri tés des IgA bronchiques étant de s'associer étroi-  

tement aux mucines (DE GAND, 1972), le problème de ces interactions devait  donc 

également être résolu. 

I 1 .  A. Méthode de dosaae 

La méthode de dosage par électr&mmunodiffusion ou méthode des 

''rocketsi' est simple, rapide et  reproductible (WEEKE, 1973). Le pr incipe est le 

même que ce lui  de I'immunoé lectrophorèse bidimensionnelle : c'est-à-dire que 

l 'on fa i t  migrer des antigènes dans un gel  d'agarose contenant des anticorps. L 'ut i -  

l isation d'un immunsérum monospécifique est nécessaire et  une gamme étalon de 

t i t re connu en antigène doi t  être preparée. Quelques adaptations ont dû  être faites 

à la technique or iginale pour qu'el le soit applicable à la sécrétion bronchique : 

les dépôts sont plus espacés (7 mm au l ieu de 5 mm)., 1s voltage appliqué est pliis 

faible, ce qui augmente la durée de migration. En effet, les migrations en rockets 

à haut voltage que nous avons pu faire sur des extraits de mucus ne donnaient pas 

de pics nets de précipitat ion. II faut également trouver les concentrations en an- 

ticorps convenables pour obtenir des pics mesurables. 

Préparation des gammes é ta Ions 

II.A.1.a Gamme de sérumalbumine 

La gamme étalon est réalisée à part i r  d'un sérum stan- 

dard Behring dont le  taux en sérumalbumine est connu (sérum standard Behring 

ORDT 570 AM, 4180 mg/] 00 m 1). Desdilutions au 1/200, 1/500, 1/1000, 1/2000 

e t  1/4000 sont faites e t  correspondent donc à des concentrations en s6rumalbumine 

de 20,9; 8 , 3 ;  4,18; 2 / 0 9 ;  1,04mg/100 ml. 

I I .A.1. b. Gamme d' lgA 

II a déjà été démontré (MASSON e t  col l . ,  196'6, 

HAVEZ e t  col l . ,  1966) que les IgA rencontrées dans le mucus bronchique e t  dans 

la muqueuse bronchique sont essentiellement des IgA 11 S. II est donc nécessaire 

d'effectuer les dosag es par rapport à une gamme d' lgA sécrétoires 11 S, car dans 

la technique d'électro-immunodiffusion la ta i l le  moléculaire de l 'antigène que 



l 'on fa i t  migrer inf lue sur la hauteur du p i c  de précipi tat ion obtenu. Nous 

reviendrons ultérieurement sur cette question. 

La gamme étalon d ' lgA 11s est constituée par une 

solution d' lgA colostrales humaines convenablement di luée. La préparation des 

IgA colostrales ( HAVEZ e t  coll., 1973 ) est une modif ication de la  méthode 

préconisée parMUH (1966) qui é ta i t  déjà une adaptation de la méthode de 

MONTREUIL e t  coII .  (i 960-b). Nous avons é liminé tout passage de la  solution 

d' lgA en mi l ieu  acide susceptible d'introduire une modif ication de structure d'une 

part ie des IgAs dissociables en mi l ieu  acide ( MUH, 1966 ).  La lyophil isation 

est évitée, car e l le  modif ie la constante de diffusion des lgAs en mi l ieu  gél i f i6  : 

e l le  provoque en effet une polymérisation. De toute façon, la poudre obtenue 

après lyophil isation n'est que partiellement soluble. Le protocole de fraction- 

nement du la i t  est le suivant : 
1 OOm I de la i t  colostra l sont dé lipidés par centri fugation à 1 O 000 

tours/minute pendant 30 minutes dans une centrifugeuse refroidie à 4OC. Le 

lactosérum est ensui te amené à 33p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium 

avec une solution saturée de sulfate d'ammonium. Le pH est maintenu à 7,O. 

Après 16 heures à 4OC, le mélange est centrifugé à 4OC pendant 30 minutes à 

10 000 tours/minute. O n  recuei l le la solution surnageante qui  est ajustée à 50 

p. 100 de saturation en sulfate d'ammonium. Après 16 heures à 4"C, le précipité 

est recuei l li par centrifugation, dissous dans I 'eau désionisée. La solution est 

dialysée 3 jours à.4OC contre de I'eau désionisée. El le est ensuite concentrée 

sur un apparei l Diaf  Io, sous pression d'azote (membrane UM 2). Les IgA sont 

séparées des protéines de plus faible ta i l le  moléculaire par chromatographie sur 

colonne (2,6 x 100 cm) de Sephadex G 200 en tampon Tris O, 1 - M , NaC1 0,2M - 
de pH 8,O contenant 0;02 p.100 d'azide de sodium ( Fig. 1I.A.l.b-a). Les 

IgA de sécrétion exclues du gel  de Sephadex G 200 sont recueillies,dialysées 

e t  concentrées, puis purifiées par chromatographie sur colonne de Sepharose 6 0 

(2 x 75 cm) équil ibrée dans la même solution tamponnée (Fig. II .A. 1 . b-P). O n  

6 l imine ainsi une fraction de masse molaire élevée, tandis que les IgA sont 

identif iées dans une fraction majeure faiblement retardée. La solution obtenue 

est dialysée puis concentrée sur appareil  Diaf lo  jusqu'à une concentration de 

l'ordre de 5 à 7 mg/ml. 

Son étude immunoé lectrophoré tique est effectue 

avec différents immunsdrums de Lapin (Fig. il .A. 1 . b):anti-chai'ne a (Y), ant i-  



a : Gel-f i  ltration sur CO lonne de 

Immunoélectrophor&se de la fraction 2 de S 68 avec les immuns~rums 

de Lapin : 

Y : anti-chaîne a 

6 : anti-sérum humain total 

E : anti-lgAs 

( : anti-lait humain total 

Figure [ I .A .  1 .  b. : PURIFICATION DES I GA CO LOSTRALES 

CONTROLE DE LEUR PURETE 



sérum humain total  ( 6 ) anti-lgAs ( L  ), ant i - la i t  humain to ta l  (0 . D'après les 

résultats obtenus nous voyons que la solution d' lgA de sécrétion est d'une pureté 

très satisfaisante, en part icul ier e l  le n 'est pas con taminée par de la lac totransferrine 

( un seul arc avec I 'an t i -  la i t  humain total). Le dosage de la solution d ' lgA purifiées 

est effectué par la méthode de LOWRY (1 951) (technique de BISERTE e t  col l . ,  1957)" 

La solution d' lgA colostra les titrée est répartie en plusieurs échantil lons conservés 

à -20°C. 

La gamme étalon est préparée à part i r  de cette solution mère d' lgA 11 S; 

e l le  doi t  être conservée à 4OC ( les d i  lutions effectuées fournissent des concentrations 

de 150, 100, 75, 50, 25, 10 mg/m 1). La gamme est ut i l isable dans ces conditions 

pendant 15 jours. 

Nous avons cornpar6 les courbes d'étalonnage établies avec des IgA 
jicK 

plasmatiques (dilutions d'un sérum standard t i tré Behring ), d'une part , et  des 

IgA colostrctles purifiées d'autre part. Le coeff ic ient obtenu est de 2 / 7 4  + 0,17 - 
(LEBAS, 1971). 1 1  représente le nombre par lequel do i t  être mult ip l iée la valeur 

obtenue en dosant une solution d' lgA de sécrétion par rapport à une gamme d' lgA 

sériques pour avoir son expression en terme d' lgA 1 1 S ( cette va leur est comparable 

à ce l le  que BRANDTZAEG e t  coll., 1970, ont  déterminée : 3,25"**) 

Il .A .2. Immunsérums utilisés 

/ I .A .  2. a Anti-sérumalbumine 

Nous utilisons I'anti-sérumalbumine Behring ( ORCB , 
lot  n o  2448 L ; ti t re en anticorps: 1 , 1  mg/ml ) à raison de O,1 m l  d'immunsérum 

pour 15 m l  d'agarose. 

l l .A.2.b.  Ant i - lgA 

Les IgA sécrdtoires sont constituées de deux molécules 

d ' lgA 7 S auxquelles se joignent le composant sécrétoire SC et la chalne J . Elles 

poss&dent donc les dé terminants antigéniques communs aux IgA 7 S et aux IgA 1 1 S : 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
K La gamme de r6férence est établ ie à part i r  d'une solution t i t rée de sérumalbumine 

bovine cristall is6e. 

5~ K La concentration en IgA-globulines du sérum standard t i t ré de ' l ' Inst i tut  Behring 

a été d6terminée par la méthode de I'immunodiffusion radiale e t  à l 'aide de pr6pa- 

rat ion de protéine pure ( t i t re en IgA : 155 U. l/m I soit 260 mg/m I ). 

KKK Ces auteurs ont ut i l isé I'immunodiffusion radiale comme technique de dosage. 



chaînes lourdes a et chaînes légères, e t  d'autre part, un déterminant spécifique du 

composant sécrétoire. Le déterminant antigénique de la chaîne J est masqué : 

en effet, la chaîne J ne peut être révélée sur la molécule entière d' lgA 11  S. 

l Un ihmunsérum anti-SC (Nordic ) ne nous a donné, 1 
jusqu'à présent, que de mauvais résultats dans les techniques d'électro-immuno- 

diffusion : la spécif icité de cet immunsérum est obtenue par saturation e t  la présence 

importante de pro téines dissoutes empêche la bonne décoloration des é lectropho- 

régrammes. 

Nous avons donc uti l isé un immunsérum anti-chaîne a 

Behring ORCl T 1988 N,( t i t re en anticorps : 0,8 mg/ml) ou Technicon T 21 -0452, 

lot  n0B3F794, ( t i t re en anticorps non indiqué) , à raison de 30 pour 15mI d'aga- 

rose. Avec cet immunsérum, nous effectuons un dosage global des IgA de type 

sérique e t  de type sécrétoire,qui sera un dosage en excès puisque les IgA 7 S qui 

peuvent se trouver dans le mi l ieu sont exprimées en IgA 11 S .  

II faut signaler que I 'u t i  lisation de I'immunsérum 

spécifique du composant SC présenterait d'autres inconvénients. En effet  certains 

auteurs ont démontré que des IgA sécrétoires pouvaient être dépourvues de compo- 

sant SC. Ainsi MESTECKY et co11. (1970) estiment que cette proportion est de 10 

p. 100 pour les IgA CO lostra les. E n ce qui concerne les IgA bronchiques, MEDICI 

e t  CO Il. (1 971) pensent que la muqueuse endommagée des bronchi teux chroniques 

ne synthétise plus suffisamment de composant sécrétoire : il existerait donc une 

I proportion non négligeable, d1apr8s ces auteurs, d ' lgA bronchiques ne contenant 

pas ce composant sécrétoire. 

Il. 0.  Homogénéisation du mucus 

11. B. 1 . Procédés d'homogénéisation et  de l iquéfaction du mucus 

bronchique mis en oeuvre par d'autres auteurs 

S ' i l  é ta i t  nécessaire d'établ i r  la preuve que la 

sécrétion bronchique est un mi l ieu  fort complexe et  d i f f i c i l e  21 étudier, il suff irait 

d'énumérer les diverses techniques qui ont été pr6conisées pour homogdn4iser ou 

l iquéf ier la sécrétion bronchique en vue de son étude électrophorétique e t  des 

dosages. I 



11. B. 1 . a Procédbs chimiques 

Une hydrolyse chlorhydrique ménagée a été proposée par I 
BU KANTZet co l l .  (1958) mais le passage b pH 2,3 est à évi ter s i  l 'on désire conserver1 

aux protéides l'ensemble de leurs propriétés. l 
BISERTE et co l l .  (1963) on t  util isé l'urée 6 M ,mais la  - 

préparation bien liquide obtenue ne donne pas de bons résultats lors de l'étude 

é lectrophorétique. TURGEON e t  co l l .  (1969) font ag i r  la soude normale pour réduire 

la viscosité des mucus et neutral isent ensuite avec HCI  1 N . - 
LIEBERMAN et  co l l .  (1 970) effectuent des études sur le  

mucus de la poche trachéale du Chien : un volume de N a C I  0,15 M de'pH 7,5 est - 
aj7u t é  e t  le mélange est agité vigoureusement. Aprés une heure d'incubation à 3y0C, 

le mélange est centrifugé pendant 30 minutes à 1 500 g (l 'opération est r6pBtée 2 

l fois sur le culot  obtenu). GERNEZ-RIEUX e t  co l l .  (1 964) étudient l 'act iv i té i n  v i t ro 

de différents agents rgduisant la viscosité de l 'expectoration e t  particulièrement les 
l agents réducteurs (L-cystéine, N -acé tylcystéine) . Ces agents réducteurs, auxquels 

on peut ajouter le mercapto-éthanol e t  le dithiothréitol, ont été e t  sont tras utilisés 

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

I 1. B.  1 . b Procédés mécaniques 

IBAYASHI e t  co l l .  (1963) procèdent à 6 congélations- I 
décongélations suivies de centrifugation 2i 2 000 tours/minute pendant 15 minutes. I 

De nombreux auteurs ut i l isent un homogénéiseur (SUHS I 
e t  col l . ,  1965 ; BURGl e t  co l l .  , 1967, NEWCOMB et  col l . ,  1969, GOTZ et  col t .  

1970 ; POIRIER, 1972 ; VOISIN et  coll., 1973). ~ I e s  opérations sont généralement 

effectuées pendant quelques minutes b 4OC. I 
RYLEY et co l l .  (1 968) réalisent une ultracentri fugation 

à 11 8.000 g pendant 4 heures b 4OC e t  étudient le surnageant obtenu. 

II. B. 1. c Procédés physico-chimiques 

BROGAN (1960) uti l ise l 'act ion des ultra-sons (de fré-J .:- 

quence 20 k H  ) pendant 2 heures sur la phase géliforme du mucus bronchique. II 
z 

obt ient alors une so lubi l isation totale des rnacromol6cules. 

L'ut i l isation de résines cat ion i  ques a été tentée par I 
BISERTE e t  col l .  (1963) et  a permis une l iquéfaction du ge l  qui s'accompagne d'une 



baisse de pH tr&s importante e t  génante. 

II. B.  1 . d : Procédés enzymatiques : 

généiser le mucus. 

B R 0  GAN (1 959) uti l ise la pepsine pour homo- 

BISERTE et  co l l .  (1 963) comparent l 'action de 

I plusieurs enzymes sur la sécrétion : hyaluronidase et  thiomucase sont inactives; 

chymotrypsine e t  trypsine sont actives. 

I 1. B .  1 . e : Association de plusieurs proc6dés : 

RASCHE e t  col l .  (1971) e t  SZABO e t  co l l .  (1973) 

soumettent la sécrétion à une ultracentrifugation (25030 tours/minute) pen- 

dant 4 heures puis uti l isent pendant 4 minutes les ultra-sons dont lei fréquence 

est 20 kHz. 

SALVAGGIO e t  co l l .  (1973) soumettent I'ex- 

pectoration aux ultra-sons pendant 10 secondes (II, centrifugent à 2 000 

tours/minute, dialysent, lyophilisent. 

11.8.2. Mise au point  d'une techniaue d'homoaénéisation : 

Il. B .2. a : Remarques sur les divers procédés préci tés : 

Parmi tous ces procédés, nous devons en rejeter 

plusieurs d'emblée puisqu'ils sont incompatibles avec l 'étude que nous désirons 

mener. En effet, les dosages immunologiques que nous voulons effectuer nécessi- 

tent une récupération quantitat ive e t  la conservation de 1 '  intégrité des dé ter- 

m i n a n t ~  antigéniques des molécules. Donc l'hydrolyse chlorhydrique, I 'action 

de l 'urée 6 - M , des agents réducteurs,d'enzymes protéolytiques ne peuvent être 

retenues; l 'ut i l isat ion d'ultra-sons de grande puissance pendant une durée pro- 

longée est également destructrice. 

Les autres procédés agissent sur la viscosité du t 
m ucus e t  permettent d'obtenir une solution homogène,mais les interactions mu- 1 
cines-protéines subsistent e t  sont négligées. Ainsi VOISIN e t  sol l .  (1 973) ont 1 
appliqué l'homogénéisation mécanique à quelques mucus (% ") ; i l s  comparent . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(%) La seule indicat ion donnée par les auteurs est la puissance de l 'appareil : 

80 Watts 

(K K) Ces auteurs homogénéisent les mucus pendant 1 à 3 minutes à t'aide d'un 
"homogenizer Virt is 45", 10 000 tcrurs/minute. 



en rockets les pics d' lgA obtenus avant e t  après homogénéisation. Dans trois des 

qu atre expectorations étudiées, i l s  observent dans I 'échanti Ilon qui  a subi 

I'homogénéisation une baisse importante du taux d ' lgA.  Ce phénomène corres- 

pond sans doute à un artéfact. En effet, I'homogénéisation mécanique provoque 

la formation d'une suspension micel  laire masquant les molécu les protéiques e t  en 

part icul ier les IgA. 

En ce qui concerne I 'u ltracentrifugation 

préconisée par RYLEY et co l l .  (1 968), nous l'avons appliquée à quatre mucus 

et nous avons comparé les résultats ainsi obtenus à ceux donnés par la méthode 

que nous avons mise au point  (paragraphe I 1 .  F . 1  . ap:84 ). N o u  s verrons que les 

interactions mucines-protéides sont également négligées dans cette m& thode. 

Essais pré liminaires : 

Pour dissocier les ré seaux f ibr i  I laires du mucus 
f+ 

nous avons tout d'abord pensé faire agir I'EDTA qui complexe les ions Ca e t  

M~* ,  mais le pH du mucus s'est abaissé jusqu'à la valeur de 1 ,O e t  ce pH est 

trop acide. 

U n  autre moy en d'éliminer les ions est de les 

capter par une résine. Nous avons déjà c i té  les essais de BISERTE e t  co l l .  (1 963) 

une dialyse de la phase géliforme du mucus contre la résine cationique (Amberlit 

IR 120) amène une rupture brutale de la structure f ibr i l la i re  du gel. A l'époque 

où ces travaux avaient 6té réalises, ce phénomène avai t  été mis en corrélation 

avec la baisse importante de pH qui résultait de l 'emploi de la résine. 

Af in  de désioniser totalement le mucus nous avons 

effectué une dialyse contre deux types de résine : une résine anionique ( A G  

2 x 8) et  une résine cationique ( A G  50 W x 8) (20-50 mesh Bio-Rad). L'util isa- 

t ion successive des deux résines nous a permis de démontrer que seule la résine 

cationique éta i t  nécessaire. Son action suff i t  pour obtenir I'homog6néisation 

du mucu S .  Nbùs! avons cependant subst.itu6 la résine AG 50W x 2 (20-50 mesh 

Bio-Rad) à la résine A G  50  W x 8 ; car son degré de réticulation est plus faible 

cette résine doi t  donc pouvoir capter des constituants du mucus de plus grande 

tai l le,  notamment dans la série des polypeptides. 

Enfin, avant de faire agir la résine cationique, 

nous avons essaye d'obtenir une dissociation du réseau f ibr i  l la i re par l 'act ion 



des ultra-sons pendant un temps court. 

Il. B. 2. c : Protocole d'homoa~néisat ion : 

Le mucus est soumis à I 'action des ultra- 

sons. '( apparei I Bransonic 100 Watts, 50-55 kHz) pendant 6 minutes à 4OC. Im- 
+ 

médiatement après,on a joute la résine A G  50 W x 2 sous forme H (20-50 mesh 

Bio-Rad), à raison de 100 mg pour 5 rn l de mucus ( le protocole est cependant 

applicable à des volumes inférieurs ou supérieurs). Des bi l les de verre sont ajoutée 

pour fac i l i ter  le mélange du mucus avec les grains de résine. L 'agi tat ion est effec- 

tuée pendant 2 heures à 4OC à l 'aide d'un agitateur à mouvemm t lent  de va-et- 

v ient horizontal. 

Il. B.2. d : Déf ini t ion de I 'act ion des ultra-sons et  

de la résine : 

Les ultra-sons provoquent une dissocation 

du réseau f ibr i l la i re  qui  est réversible lorsque I 'action de ces ultra-sons est de 

courte durée ; en effet, le  mucus ainsi traité e t  laissé quelques heures à la tempé- 

rature du laboratoire, retrou ve rapidement une organisation f i b r i  f laire. Pour év i -  

ter cette réorganisation, nous faisons de suite intervenir une résine qu i  échange 
+ + + + 

ses ions H contre les ions présents dans le mucus ( N H  K , N a  . . . .) et contre 4 ,  
des peptides, surtout de type basique. Ce phénomène d'échange provoque une 

baisse de pH qui est variable selon les mucus (Tableau II .E . 1  . . p : 74 ). 

L'étude des constituants fixés sur la résine 

cationique a Bté entreprise. Pour avoir  une quantité de matériel suffisante, après 

é Iution, l'homogénéisation d'une quantité importante de mucus a été effectuée. 

(un essai sur 1 200 m 1, un essai sur 1 000 m 1) (*). Après agitation, les grains de 

résine e t  les bi l les de verre sont séparées dumucus par décantation. Après lavage 

abondant par de I'eau distillée, 20 m l  de résine sont jécupérés et  placés dans une 

p e t i t e  colonne (1 x 10 cm) munie d'un verre fr i t té.  Après un nouveau lavage 

abondant I 'é lut ion des constituants fixés sur la résine est effectuee par 20 m l  

d'ammoniaque 2 - N . L'é luat est récupéré dans une coupelle e t  1'ammonia.c est 

évaporé. Le résidu sec, repris dam6 m l  d'eau distil lée, fa i t  l 'ob jet  de deux types 

(+ Lors de ces expériences toute' la verrerie uti l isée ainsi que les bi l les de verre 
sont soigneusement lavées dans H C I  3 N - puis rincées abondamment par de 
I'eau disti I lée. 



d'étudb : étude é lectrochromatographique et étude en ge l  - f i l t rat ion. 

Les résultats obtenus en collaboration avec V. 

BAILLEUL, peuvent être {esumés de la façon suivante : 

- En é lectrochromatogrcp h i e  (é lectrophorèse b 

pH 3 , 6  chromatographie dans le N -butano l h c i d e  ace tique/eau (4/1/5)). O n  

met en évidence de nombreuses taches n i n h ~ d r i n e  positive. Après hydrolyse 

acide totale (HCI 5,6 N ), on ré lève la présence de nombreux acides aminés, - 
notamment proline, acide glutamique e t  glycocol le qui sont importants. 

- En chromatographie de gel- f i l t rat ion sur 

Biogel P2, trois fractions peptidiques peuvent être séparées dont l 'étude est ac- 

tuellement en cours ( t ravai l  de V.  BAILLEUL). 

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

soumis au protocole d'homogénéisation I 
Nous avons soumis des solutions de protéi- I 

des purs au même protocole comportant I'actior? des ultra-sons et ce l l e  de la 1 
résine cationique ; puis nous avons essayé de démontrer qu'en électro-immunodif- 

fusion, la récupération de ces constituants éta i t  quantitat ive. 

1 O) Sérumalbumine (Fig. II. B.2. e-a ) I 
5 mg de sérumalbumine humaine (Behring) 

sont dissous dans 5 ml  de tarnpon phosphate 0,01 - M de pH 5,O ; 0,l m l  .de 

so lut ion constitue le témoin "séruma lbumine nat ive".  Sur le volume restant, 

est applique notre protocole d'homogénéisation. O n  pré lève 0,1 m l après chacun 

des deux étapes essentielles. Le dosage de ces différentes solutions par rapport 

à des dilutions de la gamme étalon indique que nous retrouvons la même quantité 

de sérumalbumine après chaque traitement. 

2") 1gA - (Fig Il.B.2.e-f3) 

De façon iddntique, une solution d ' lgA 

CO lostra les purifiées a été soumise aux opérations d'homogénéisation. Cependant, 

i 1 nous fa l l a i t  tout d'abord choisir un tampon dont le pH, après act ion de la 

résine cationique, ne soit pas trop acide : les igA colostrales sont en ef fe t  par- 

t iculièrement sensibles au pH acide (MUH, 1966). 

A 5 m l de tampon phosphate O, 1 - M de 

p H  7,0, on ajoute 0,5 m l  d'une solution d'lgA colostralei; à 570 mg/lOO ml. 



a : solution de 

sérumalbumine. 

L 
gamme 2 3 

1 solution de sérumalbumine "native". 

2 solution de séruma lbumine après action des ultra-sons. 

3 solution de sérumalbumine après action des ultra-sons e t  de la 

résine AG50 Wx2. 

p : solution d' IgA 

CO lostra les. 

t 

gamme 2 3 

1 solution d'lgA colostrales "native" . 
2 solution d1IgA après action des ultra-sons. 

3 solution d'lgA après action des ultra-sons et de la résine AG50 Wx2 . 

- Figure ll.B.2.e : ACTION DU PROTOCOLE D'  HOMOGENEISATION 

SUR DES SOLUTIONS DE SERUMALBUMINE ET  D '  IGA COLOSTRALES 

HUMAINES PURIFIEES , 



Après chaque étape 0,l ml sont pré levés. Le dosage de chacune de ces solutions, 

par rapport à une gamme étalon d' lgA colostrales, indique que nous retrouvons 

la même quantité d ' lgA après chaque étape. 

Ce r6sultat montre que les ultra-sons et  

la &sine cationique ont respecté la molécule d' lgA de sécrétion, car s i  cette 

molécule avai t  été dissociée en IgA 7 S, nous aurions observé en 6 lectro-immun 

diffusion une forte augmentation de la hauteur du p ic  (vo i r  paragraphe 1I.A. 1.  

II .C. caractéristiques du mucus homogénéisé : 

L'apprkiation de l'homogénéité du mucus est faite 

par l'examen macroscopique de l 'échant i l lon : après l 'appl icat ion de notre pro- 

tocole, nous ne distinguons plus de phase géliforme et  de phase soluble dans l e  

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

mucus. Des études de la reproductibi l i t6 des dosages prouveront cet te  homog6- 

néi té. 

Avec le concours de Madame PUCHELLE (Unité 

INSERM de Nancy), des études comparatives de la viscosité et de la recow- 

vrance élastique du mucus avant et après homogénéisation ont 6 té effectuées. 

Elles ont été réalisées sur cinq mucus à l 'aide du rhéomètre rotatif, (type Roto- 

v isko, Haake). Les rBsultats sont rapportés dans le Tableau 1I.C. 1 . Les valeurs 

i 

de la viscosité et de la recouvrance élastique, pour un taux de cisai l lement de 
- 1 

0,3 sec , sont très nettement diminuées après homogénéisation . Le procéd6 

uti l isé affecte donc notablement les propriétés rhéologiques du mucus et  permet I 
des mesures volumétriques correctes. 

II faut signaler 1 '  imperfection. des résultats obtenus sur quel- 

ques mucus très visqueux (viscosité > 400 poises, alors que pour les autres mucus 

la viscosité varie de 25 à 300 poises). Dans ce cas, nous obtenons certes, un 

mi l ieu homogéne, mais encore trop visqueux pour que la mesure d'un volume 

soit très précise. I 
l l .C .2 .  Cytologie : 

Les cellules présentes dans I 'expectoration 

ne sont pas détruites après homog6néisation (contrôle au microscope optique) : on 1 
peut donc en conclure que les constituants cellulaires ne diffusent pas apres 

I 'étape d'homogénéisation. 



Tableau i l . C . l  

ETUDE DES PROPRIETES RHEOLO GJQUES D U  MUCUS H O M O  GENEISE 

( après ultra-sons e t  action de la résine AG50 Wx2 ) 

: viscosité exprimée en puises K 

SR : recouvrance élastique 

n ~ n i t é " ~ ~ s t é m e  international'( SI ) : poiseuille. 1 poire = O, 1 poiseuille. 



Il. C .3. pH du mu cus homog6néis16 : 

Après homogénéisation, le p H  du mucus est plus 

acide que ce lui du mucus nat i f .  Les valeurs sont indiquées dans le  Tableau 

( 11 .  E .  1 )A lors que pour les mucus natifs, le pH varie de 5,9 à 8 , 9 ,  après 

homogénéisation, il varie de 3,O à 6,4. 

II. C . 4  : Capacité d'bcha nge ionique : 

La capacité d'échange d'ions de l 'expectoration ho- 

mogénéisée a é té mesurée par titrage potentiomé trique. Les résultats ( Figure 

11. C.4) permettent d'assimi ler le mucus homogénbisé à un échangeur d'ion 1 
faible, de caractère carboxylique, dont l a  valeur du pH voisine de 6 s'ap- l 
paren te à ce l le  de la carboxy-méthyl ce Ilulose . Ce  pouvoir d ' & c h  nge l 
ionique peut être rattache à l 'act iv i té de certaines classes de mucines bron- I 
chiques, mucines polyanioniques, dont l 'af f in i té pour les IgA et  la lacto- I 
transferrine a pu être démontrée (DEGAN D, 1972). I 

ll .C .5 : Critères é lectrophorétiques : 

Une immun06 lectrophorèse en double dimension du 1 
mucus homogéngisé revélée avec un immunsérum de Lapin anti-sérum humain 1 
total, montre que des interactions entre mucines e t  protéides subsistent ( Figure l 

iI.C.5 ); au niveau du dépôt,on peut vo i r  la persistance de substances qui n'ont I 
pas migré. L'arc des IgA présente des traînées : c'est la preuve que les IgA I 
sont encore liées b d'autres constituants e t  ne peuvent migrer normalement. I 

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

donc une modif ication d" réseau f ibr i l la i re  mais laisse subsister des interactions 

mucines-protéides. 

II. D. Etape d'échange ionique : 

II. D. 1 .  Protocole : 

Les conditions d'uti l isation de I'Ecteola-cellulose son[ 

modifiées par rapport à celles de la première partie, car, après homogénéisationl 

le pH du mucus est en moyenne égal à 5,O ; nous utiliserons donc un tampon l 







de pH égal  b 5,O 

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

La force ionique nécessaire pour I 'élut ion 

des protéides du mucus fixés sur l'échangeur d' ion a é té  d6terminée par I 'ex- 

périence suivante : 

après l'homogénéisation, le mucus est fortement dé- 

sionisé; nous le mettons donc en contact avec I'Ecteola-cellulose équi l ibrée 

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 d1Ecteo- 

la-cellulose ; la colonne est lavée par le tampon phosphate de sodium 0,O 1. - M 

Puis I 'é lut ion est fa i te avec un gradient discontinu en molarité de N a C l  (de 

0,05 - M à 1 - M).  Les résultats obtenus sont indiqués sur la Fig.11. D.1.a. . La 

majeure part ie des protéides du mucus est éluée par le tampon phosphate de 

sod ium 0,01 - M et par le tampon phosphate de sodium 0,01 - M , N a C l  0,05 - N 

Ensuite, l ' interprétation du diagramme au moyen du dosage des oses par la 

méthode à I'orcinol, nous indique que les mucines commencent à être éluées pa 

les tampons de molarité supérieure en N a C  I (0,2 - M et plus). Nous considérons 

donc qu'en choisissant une molarité égale à 0,15 M - N a C I  (comme dans la 

première partie) nous é luons de I'Ecteola-ce1 lu lose l'ensemble des protéides 

du mucus. 

Donc, pour atteindre en "batch adsorption 

une molarité f inale voisine de 0,15 - M en NaC 1, nous aioutons au mélange 

de I m l  de mucus h o m o g & n ~ d ' ~ c t e o l a - c e l l u l o s e ,  2 m l  de tampon phosphate 

de sodium 0,01 - M , NaC I 0,3 M de pH 5, 0. - 
II. D. 1 . b : Détermination de la quantité d1Ecteola- 

ce1 lu  lose nécessaire : 

Les conditions d'ut i l isat ion dépendent 

de la capacité des lots dlEcteola-ce1 lulose : par exemple, s i  la capacitd e s t  

'de 0,s mEq/g sec. on peut traiter 1 m l  de mucus avec 0,6 g diEctéola-cel- 

lulose humide. Nous avons, en effet, démontré, en traitant deux mucus de 

composition très différente (Tableau II. D. 1 . b ) qu'une quantité supérieure 

d'Ecteo la-ce l l u  lose n'amène pas une mei l leure extraction des pro téides (IgA 





Tableau I I .D .1  .b 

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

NECESSAIRE POUR L'EXTRACTION DES I G A  ET DE LA SERUMALBU:MINE 

DE 1 ml DE MUCUS HOMOGENEISE . 

( résultats des dosages exprimés en mg/l 00 m l  de mucus ) 

K Ecteola-ce l lulose humide 6qui librbe en tampon phosphate de 

sodium 0,01 M de pH 5,O . 



e t  séruma lbumine). 

I l .  D. 1 . c . Mode opératoire de l 'extraction : 

L'extraction s'effectue à 4OC de la façon 

suivante : immédiatement après I'homogénéisation, on dépose 1 m l  de mucus 

exactement mesuré dans un petit erlenmeyer et 0,6 g dlEcteola-cellulose hu- 

mide Bqui l ibrée dans un tampon phosp hate de sodium 0,01 - M de pH 5,O. Ce 

mé lange est agi  té pendant 30 minutes. Puis après addit ion de 2 m l de tampon 

phosphate de sodium 0,01 M - N a C l  0,3 - M de pH 5, O le mélange est à nou- 

veau agité pendant 15 minutes puis centrifugé pendant 10 minutes à 6.500 

tours/minute. La solution surnageante (E ) recuei l l ie, correspond à une d i lu-  1 
t ion au tiers .du mucus. Nous l'appelons "extraif 'de mucus homogénéisé. Le 

CU lot de centrifugation est repris dans 1 m l de tampon phosphate de sodium 

0,01 - M N a C l  0,3 - M de pH 5,O. Après une nouvelle agitation de quinze 

minutes, le mélange est centrifugé dans les mêmes conditions. La solution sur- 

nageante (E ) est également recueil  l ie.  2 

Il. D.2  . Etude de I 'extrait de mucus homogénéisé : 

II faut tout d'abord déterminer s i  l 'ex t ra i t  de mucus 

homogénéisé obtenu peut donner des résultats satisfaisants dans les techniques 

d'électrophorèse et  d'immunoélectrophorèse. De plus, nous essaierons de voir  

s i  de profondes modifications des divers constituants du mucus sont i n  tervenues 

par I'homogénéisation : c'est pourquoi nous effectuons un fr'actionnement en 

ge l  f i l t ra t ion sur colonne de Sepharose 6 5 comparativement à ce que sont 

devenues les rnucines neutres qui constituaient la première fraction de I 'é luat 

chromatographique. 

I 1.  D .2. a. Etude en 6 lec tro-immunodiffusion : 

L'immunoé lectrophorèse en double dimen- 

sion de I 'extrai t  réalisée avec un immunsérum de Lapin anti-s6rum humain tota 

montre que les protéides sont libérés de leurs interactions avec les rnucines 

(Fig 11.  D. 2. J ; l'arc des IgA ne présente plus de trai'inées. 

Les pics obtenus dans la technique des 

"rackets" sont bien délimités, que ce soit avec I'immunsérum anti-chaîne a, 



( diagramme à comparer avec ce l u i  de la figure II. C .5. , p : 61 dans lequel 

é ta i t  observée la persistance des interactions mucines-protéides; pour une plage 

de sérumalbumine équivalente à ce l le  que l'on obtenait p : 61 la plage des 

IgA est i c i  bien plus importante . les IgA sont libérées par l 'action de I'Ecteola- 

cellulose e t  peuvent migrer plus facilement dans le ni i  l ieu gél i f ié.  ) 

Figure ll.D.2.a. : IMMUNOELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE DE 

L'EXTRAIT DE MUCUS H O M O  GENEISE AVEC L'IMMUNSERUM DE LAPIN 

ANTI-SERUM H U M A I N  TOTAL 
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ou I'immunsérum anti -séruma lbumine. Leur mesure peut donc permettre un dosage 

I correct . 
Il. D .2. b . Fractionnement du mucus en gel- f i l t rat ion : I 

Après une dialyse de quatre jours contre 

de l 'eau désionisée, I 'extrai t de mucus homog6néisé est fractionné par ge 1-fi l tra- 

tion sur colonne de Sepharose 6 B selon le  protocole déjà décr i t  dans le  para- 

graphe 1 .E. (p.22 ). Le diagramme d'élut ion obtenu n'indique pas de variations 

par rapport b ce que l 'on observait pour un mucus non homogénéis6. 

Nous avons plus particùli3rement étudié 

la fraction 1 de I 'é luat qui contient principalement des glycoprotéines de masse 

molaire élevée en core contami ntsrs par des protéines comme en témoignent 

les électrophorèses en lame d'agarose (Fig. 1. D.2. b. -a). Une étape de gel- 

f i l t ra t ion sur colonne de Sepharose 2 B (Fig. 1 .  D.2. b. - P  ) est nécessaire pour 

él iminer d'une part les mucoprotéines contenues dans la première fraction et  les 

protéines de masse molaire plus faible (fraction 3). Les tubes correspondant 2i 

la fraction 2 sont rassemblés. Après dialyse e t  lyophilisation, la poudre obtenue 

est étudiée en é lectrophorèse en lame d'agaros&).cette fraction présente les 

critères de mobi l i té électrophorétique et  d'aff inité t inctor ia lédes rnucines neutres 

é luées de I'Ecteola-cellulose en N a C  I O, 1 M dans le protocole de préparation des - 
mutines bronchiques de DE GAN D (1 972). 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 rnucines sont retrouvées : richesse en 

thréonine. e t  en sérine (32, Q6 résidus pour 100), en glycocol le e t  en proline, 

peu d'acides aminés basiques. Comme pour les rnucines neutres du mucus qui 

n'avaient pas 6 té homogénéisées (paragraphe 1 .  E - 1 .  , p. 23 )nous trouvons i c i  1 

à 2 résidus de demi-cystine pour 100 résidus d'acides aminés. La composition en 

sucres montre une richesse relat ive en fucose (13,4 p. 100 du poids sec), richesse 

en ga lactose (20,4 p. 1 OO)lpeude su lfate (1 , 9  p. 100' ) . La perte des proprié tés 

rhéologiques observée après homogénéisation ne semble donc pas due à une mo- 

d i f icat ion des rnucines neutres. 

Il. D. 3. Elution des constituants fixés sur I'Ecteola-ce llulose : 

Nous voulons vér i f ier  s i  I'Ecteola-celJulose él imine 

également les rnucines po ly  anioniques du mucus bronchique homogénéisé et  s i  1 



a : E tude en 6 Iec trophorèse en 

lame d'agarose de la Fraction de 

départ : F 1 S 68 

I 

PAS 
i 

l 

P : Gel- f i l t rat ion sur S 28 

- D.0.278 nm 

-- - - O rcino l 

y : Etude en 6lectrophorGse en 

lame d'agarose de la Fraction 

2 de S 28 . 

, 

-.-.- --- - - -- . -  - --- 
Figure Il. D.2. b. : PURIFICATION DES MUCINES NEUTRES DU MUCUS 

H O M O  G E N E I S E  ET ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS OBTENUES 



Tableau l l .D .2 .  b. 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE S 2B ( voir Figure II.D.2.b. ) 

ILE , 

LEU 

TYR 

Mucine neutre d'un mucus homogénéisé 

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

Total acides amines : 12/88 p. 100 du poids sec 

I PHE 1 2 /35 

K 
Composition en acides am in6s 

I LYS 1 2/89  I 

AS P 

THR 

S ER 

GLU 

PRO 

G LY 

A LA 

VA L 

C Y S/2 

MET 

Composition g lucidique K K 

R Résultats exprimes en nombre de résidus pour 100 residus 

K x Resultats exprimes en pourcentage de poids sec 

5 /26  

19/96 

12/10 

7/37 

9/42 

8 /90  

9/32 

4,75 

1 /47  

/ I 

Fu cose 

Acide N -acé tyl-neuraminique 

Ga lactose 

N -acé tyl-glucosamine 

N -acé tyl-galactosamine 

Sulfate 

13,4 

2 / 4  

20,4 

16,8 

7 3  

119 



I'homogénéisation a provoqué des modifications de ces consti tui nts. Avec les 

quantités d'expectoration que nous pouvions nous procurer, nous n'avons pas eu 

la possibil ité d'effectuer sur le mucus d'un même malade, à la fois l 'étude des 

mucines neutres et  ce1 le des constituants restés fixés sur I 'Ecteola-cellulose en 

tampon phosphate de sodium 0,01 M N a C I  0,3 M . 250 m l d'une autre mucus - - 
homogénéisé sont extraits par I'Ecteola-ce1 lu lose se Ion le protocole décr i t  puis 

après centrifugation, I 'Ecteo la-cellulose est de nouveau mé langéeavec du tampon 

phosphate de sodium 0,01 - Ml N a C I  0,3 M , de p H  5,O e t  placée dans une colon. - 
ne (4 x 30 cm) munie d'un verre f r i t i6 .  Après lavage abondant par le même tam- 

pon et  contrôle de la densi té optique nul le à 278 nm de I 'é f f  luent, le passage 

sur la colonne de la solution HCI  0,01 NI N a C I  0,7 M permet d'éluer les - - 
composants p lus acides fixés sur 1 'Ecteola-ce l lu lose (Fig . I 1.  D .3. -a). Les tubes 

correspond an t à la première fraction sont rassemblés. Après dia lyse e t  lyophilisa- 

tion, I 'é lectrophorèse en lame d'agarose (Fig. Il. D. 3. -P) indique qu ' i  l subsiste 

une contamination des glycoprotéines par des constituants protéiques. La pur i-  

f icat ion est poursuivie par deux chromatographies de gel - f i  l tra tion en Sepharose 

2 B et Sepharose 6 B (Fig. II. D . ~ . - . Y  e t  6). Après dialyse et  lyophilisation, la 

poudre obtenue pour la fraction 2 de S 68  est étudiée en électrophorèse en lame 

d 'agarose (Fig. II. D.3. - E ). O n  observe les carastéristiques de migrat ion é lec- 

trophoré tique et  d 'af f in i té t inctor iale des mucines po l y  anioniques suivant la 

c lassification de DEGAN D (1972). La composition en acides aminés e t  en sucres 

de cette fraction confirme ce résultat (Tableau II. D. 3) ; en effet, les caractéris- 

tiques sont les suivantes : richesse en thréonine e t  serine (39,79 résidus po Ur 100 

résidus), richesse en glycocol le et  en proline, peu d'acides aminés basiques et 

absence de demi-cystine. Dans la composition g luc i  dique, on observe peu de 

fucose (8,4 p. 100 du poids sec) ; ce fa i t  l ié  à la présence de sulfate (3,5 p. 100) 

permet d'assimiler cette fraction à une mucine polyanionique. Cependant, p r 

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 respons able, sans doute, de la perte 

de certains résidus periphériques de la  molécule, en pa r t i c i~ l i e r  de l 'acide sial i -  

que. C'est l 'un des   hé no mènes impliqués dans la diminution des propriétés rhéo- 

logiques du mucus homogénéisé( BAI LLEU L, Communication   ers on ne l le)  . 
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Tableau II.D.3. 

COMPOSITION EN ACIDES AMINES ET COMPOSITION GLUCIDIQUE DE LA FRACTION 2 DE S 68 ( voir Figure II. D.3 . )  

Mucine polyanionique du mucus homogénéisé 

I LYS I 2/32  I K Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus 

K 
Composition en acides amines 

AS P 

THR 

S ER 

G LU 

PRO 

G LY 

A LA 

VAL 

CYS/2 

MET 

1 LE 

LE U 

TYR 

PHE 

K K 
Composition g lucidique 

HIS 

AR G 

3 /82  

25/34 

14/45 

5 / 8 0  

8/35 

7 /22  

10,70 

4 / 9 4  

/ 
/ 

2/55  

5 ,38 

1/18 

1/73 

F ucose 

Acide N -acétyI-neurarninique 

Ga lactose 

N-acetyl-glucosamine 

N -acé tyl-galactosamine 

Sulfate 

8 / 4  

212 

22,5  

21 ,6  

10,2 

3 3  

2/37 

3,85 

Total sucres : 68/ 38 p .  100 du poids sec 

Total acides aminés : 15,62 p. 100 du poids sec 

K K R6sultats expr imk en pourcentage de poids sec 
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Nous pouvons souligner que dans la présente expérience 

1 nous avons pu effectuer toutes les étapes de pur i f icat ion nécessaires contraire- 

I ment à l'expérience que nous n'avons pu mener à bien avec du mucus non homogé- 

néisé (paragraphe 1.8.3. ~ . 5  ). 

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

du mucus bronchique humain : 

Pour effectuer ces dosages, l'homogénéisation est prat i -  

I quée sur 5 ml  de mucus et  l 'étape de contact avec I'Ecteola-cellulose est effec- 

I tuée sur 1 ml de mucus homogénéisé. Les dosages sont faits par la technique des 

I "rockets" : 3 l de chaque d i lu t ion de la gamme étalon sont déposés en com- P 
I men ç ant par la d i  lut ion la plus forte, puis 3@l de chaque échanti I lon sont dépo- 

sés à la suite (extraits E et E pour chaque mucus). Les résultats correspondent 
1 2 

à la somme ( (El x 3) + E ) : El en effet, est une d i lu t ion au 1/3 du mucus e t  
2 

E2 est sans di lut ion par rapport au mucus. Nous avons vér i f ié en effectuant un 

troisibme extrait, dans les mêmes conditions que E , que la récupération des IgA 
2 

et  de la  sérumalbumine dans le tampon phosphate de sodium 0,01 - M I  N a C  I 0,3 - M 

I de pH 5,O éta i t  totale dans E et E2. 
1 

l Avant d'exprimer les résultats, i l nous faut dé terminer 

l les limites de notre mé thode. La f iabi  l i t6 de la technique de dosage par  é lec t ro -  

immunodiffusion a déjà été 6 tabl ie précédemment (WEEKE, 1973), . Nous l'avons 

également retrouvée dans nos conditions opératoires. 

Nous avo'ns donc cherché à prouver que la  reproduc- 

t i b i  l i t6  des étapes d'homogénéisation et  de chromatographie d'échange ionique 

é ta i t  satisfaisante. Puisque tout dosage n'est possible qu'après action de I'Ecteola- 

cellulose, i l  est donc indispensable de déterminer tout d'abord la reproduct ibi l i té 

de l 'étape d'éch ange ionique. 

II. E .  1 . : Reproductibi l i t6 de l 'extraction par I'Ecteola- 

cellulose : 

Sur des échanti lions de 5 m l de mucus 

homogénéisé, nous avons effectué deux prélévements de 1 m l  qui sont soumis à 

une extraction par I'Ec teo la-ce l lu lose. Les résultats des dosages ainsi effectués en 

double sur 22 mucus sont rapportés dans le Tableau II. E. 1 . La moyenne des er- 

reurs relatives sur deux dosages d'un même mucus s'élbve à 4,6p.lCO pour les Igf4.Pour 



KK Le pH est mesuré avant e t  pprès homog6n6isation 
I 



b séruma lbumine, cette moyenne des erreu rs relatives est supérieure, e t  a t te in t  

10,2 p.  100. Nous pouvons penser que cette erreur est admissible, étant données les 

di f f icul tés inhéren tes au mi l ieu que nous 6 tudions. 

Il. E.2 .  Reproductibil itb de l'homogénéisation : 

La bonne reproductibi li té de l 'extraction pa 

I'Ecteola-cellulose 6 tant prouvée, nous avons abordé la détermination de la repro- 

duc t i h i l i  téde I'homogénéisation e l  le-même. Sur trois mucus, nous avons effectué en 

double un prélèvement de 5ml (a e t  b) auquel nous avons fa i t  subir séparémentle 

m ême protocole d'homogénéisation. Le pH du mi l ieu a 6 té mesuré avant et  a p r h  

homogénéisation. P.vis, sur 1 m l  de chaque pré lbvement, nous faisons agi r  I 'E cteo- 

la-cellulose, e t  dosons les IgA e t  la sérumalbumine. Les résultats rassemblés dahs 

le Tableau Il. E .2. indiquent que, pour les IgA, la reproductibi l i té est excellente 

tandis que pour la sérumalbumine, e l le  l'est moins. Cette discordance entre les 

deux types de protéines est assez di f f ic i lement explicable. II n'est pas impossible 

de penser que l'abaissement du pH constat6 après I'homogénéisation puisse être res- 

ponsable, dans une certaine mesure, de cette différence, qui  af fecterai t  plus par- 

ticulièrement la sérumalbumine dont le p b  est voisin de 4,6. 

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

II ne nous est pas possible de déterminer le 

rendement de notre méthode, c'est-à-dire le pourcentage dllgA 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 à un mucus avant la mise 

en oeuvre de I'homogénéisation et  nous comparons les résultats des dosages avec 

ceux obtenus pour le même mucus sans surcharge. 

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

A 5 ml de mucus, nous ajoutons 0,15 

m l  d'une solution d' lgA colostrales (5,74 mg/m 1) ; un autre pré lèvement de 5 m l 

du même mucus est additionné de 0,15 m l  de sérum physiologique ; I'hoinagénéisatior 

des deux éch anti l lons est effectuée simultanément. Puis 1 m l  de chaque é c h n t i l l o n  

est soumis à l 'act ion de I'Ecteola-cellulose. Les résultats obtenus (Tableau 11. E .  3a) 



Tableau ll.E.2 

REPRODUCTIBILITE DE L'HOMO GENEISATION DU MUCUS 

K Le pH du mucus est mesuré avant e t  après homog6néisation. 

a 

MUCUS no 1 
a 

b 

MUCUS n02 
a 

b 

MUCUS n03 
a 

b 

PH 
K 

avant après 

IgA 

mg/l  00 m l  

185,5 

1 87 

94 

99 

199,5 

187,5 

5,8 

51 8 

B19 

8,9 

6, 0 

6,o 

Sérumalbumine 

mg/lOO m l  

1 07 

7014 

1 

52,5 

25,5 

16,4 

14/6 

i 

3,8 

3 t 4  

5,7 

41 0 

3,4 

3, 5 





qu'elles ne sont pas modifiées par I'homogénéisation ( paragraphe ll.B.2.e. 2) p :55 ) 

Pour essayer d'expliquer ce résultat, nous avons , tout d'abord, cherché à déterminer 

le comportement d'une solution dllgA colostrales soumise à l'homogénéisation e t  

traitée par I'Ecteola-cellulose. Or ,  après dosage, nous constatons que 58  p. 100 

seulement des IgA sont récupér6es. 

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, même r é a l i d e  avec une fraction homogène au point  de vue 

masse molaire , entraîne un " sous-fractionnement " des IgA sécrétoires 

( HAVEZ et coll., 1967-a ; DESCAMPS, 1974 ; BRANDTZAEG, 1971 ) ; ce 

dernier auteur a soumis une solution dllgA colostrales à 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 N a C  I ( O à 1 M ). Les IgA - 
CO lostra les sont é luées en quatre fractions principe les correspondant respectivement 

aux tampons de molarité 0,04 a; O,1 - M ;  0,2 M ; 0,4 M en NaCI .  A v e c  une - - 
solution dl lgA colostrales également , nous avons repris ce genre de protocole 

dans les conditions de chromatographie d'échange ionique que nous util isons pour 

l 'extraction des protéides du mucus bronchique : Ec teo la-ce l lu  lose en tampon 

phosphate de sodium 0,01 M de pH 5,O; nous employons un gradient de molarité - 
en N a C I  de O à 1 M . Dans ces conditions les IgA sont éluées en trois fractions 

principales (F igure I I .E.3.a.) ,  à desmolar i tésde0,05&;  O,1 - M e t 0 , 7 5 M  

en N a C  1. O r  nous avons observé, lorsque nous travai i Ions avec du mucus ( paragra- 

phe 1 1. D . 1 .a ) que pour une mo larité en NaC I égale ou siipérieure à 0,2 &J , les 

mucines plus acides que les fucomucines commencent à être éluées de l'échangeur 

d'ions. Nous avons donc cherché quel le quantité d ' lgA colostra les nous r6cup6rons 

dans les deux premières fractions seulement ( 0,05 &J e t  O, 1 4 en NaCI) . Le 

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

60 p. 100 des IgA colostrales déposées au sommet de la colonne dlEcteola-cellulose. 

Cette valeur de 60 p. 100 est à rapprocher des 55 p . 100 de récupération des IgA 

colostrales dans l 'expérience de surcharge d'un mucus et  des 58 p. 100 d ' lgA 

CO lostra les récupérées lorsqu 'une solution d' lgA CO lostra les est soumise à l'homogé- 

néisation e t  traitée par 1 '  Ecteola-ce llulose . Dans les conditions d'échange ionique 
L 





que nous utilisons ( molarité assez faible en N a C  l ) , 60 p. 100 seulement 

des IgA colostra les peuvent être récup6rées. I 
ll.E.3.b. Essais avec l a  sérumal- 

La surcharge a été fai te sur deux 1 
mucus. A 5 m l  de mucus on ajoute 0,2 ml  d'une solution de sérumalbumine 1 
humaine ( Behring ) à 5 mg/ml ; un autre prélèvement de 5 ml  du même mucus 

est additionné de 0,2 m l  de sérum physiologique. Après homog6néisation, 

1 m l  de chaque échanti l lon est traité en "batch-adsorption" avec I'Ecteola- 

cellulose. Les résultats des dosages ( Tableau Il. E .3. b. ) montrent que la  l 
récupération de la sérumalbumine ajoutée est très différente dans les deux cas. 

Toutefois, 90 p. 100 d'une solution de sérumalbumine sont récupérés e t  dosés 

après la mise en œuvre de t'homogénéisation sur une solution de sérumalbumine I 
e t  traitement par I'Ecteo la-ce1 lulose. Une adsorption par t ie l  le sur l'échangeur 1 
d'ions ne peut donc expliquer la récupération faible de la sérumalbumine dans l 
un des deux cas de surcharge. Nous n'avons pas, actue l lement, d'explications I 
à présenter pour la dispersion de ces deux résultats. D'autres expériences pour- I 
ron t peut-être expliquer ce phénomène. I 

I l  .E  .4. Valeurs obtenues pour les dosages des 

IgA-globulines e t  de la sérumalbumine. I 
Les dosages ont été effectués sur 50 mucus 

de malades atteints de bronchite chronique à des stades différents d'évolution. 

de leur bronchite ; certains malades ont déjà présenté plusieurs 6pisodes 1 
infect ieux. 

s'échelonnent de'22 à 340 mg/ 100 m l  d'expectoration. Pour la sérumalbumine 

des valeurs s'éche tonnant de 10 à 1 10 mg/ 100 m l  ont été trouvées. 

La dispersion de ces résultats n'est pas due à la méthodologie , e l l e  ref lète 

l 'act iv i té  de synthèse ( IgA ) e t  l'importance de la transsudation ( sérumal- 

bumine ) qui  sont variables d'un sujet à l'autre. 1 
Nous ne pouvons pas établ i r  de valeur 

moyenne pour l 'un ou I'autre de ces constituants, cela ne présente en  effet  

aucun intérêt , à notre avis: El est alors impossible de tenir compte de l 'état 

de la bronche du malade ou de son degré de surinfection au moment du recuei l  

di1 m u c ~ ~ s .  - - 



Tableau ll.E.3.b. 

SURCHARGE DES MUCUS PAR DE LA SERUMALBUMINE HUMAINE 

TAUX DE RECUPERATION. 

Mucus 1 
? 

Sans surcharge 

Avec surcharge de 10 mg 
pour 100 m l  de mucus 

Mucus 2 

Sans surcharge 

Avec surcharge de 10 mg 
pour 100 m l  de mucus 

Dosage 

( en mg/l 00m l ) 

35 

39 

18 

27 

Récupération de la 

séruma lbumine ajoutée 

( e n  p . 1 0 0 )  

40 p. 100 

90 p. 100 
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Tableau ll.E.4.' 

VALEURS DES DOSAGES DES !GA DU MUCUS ENDOBRONCHIQUE OBTENU 

CHEZ U N  MALADE TRACHEOTOMISE 

( le même jour e t  à des heures differen tes ) 
7 

Heure de pré lèvement IgA ( e n  r n g / l O O  m l )  

O h. 175 

4 h, 240 

8 h. 21 O 
* . 

l 

Tableau Il. E .  4."  

COMPARAISON DES DOSAGES DES IGA  E T  DE LA SERUMALBUMINE DANS 

1 DES EXPECTORATIONS RECUEILLIES A DES HEURES DIFFERENTES DE JOURS 

I DIFFERENTS AUPRES DE QUATRE MALADES 



I En outre, pour que des valeurs de dosages 

aient une certaine signification, il serait indispensable que le recueil des sécré- 

tions soit effectue dans des conditions très précises. En effet, nous avons pu mettre 

en 6 vidence des variations du taux d'lgA dans la s6crétion bronchique au cours de 

la journée : chez un sujet trachéotomis$sous aspiration continue, des prélèvements 

toutes les quatre heures ont fa i t  l 'objet de dosages en IgA -globulines ; i l s  mon- 

trent que la synthèse des IgA varie de façon significative au cours de la journée, 

(Tableau II.E.4.' ) . Sur des expectorations recueillies au près d'une série de ma- 

bdes, le même iour à des heures différentes (6 h 30 - 8 h et  9 h 30 - 1 l h) des 

variations importantes du taux d'lgA et  de sérumalbumine sont observées suivant 

l'heure du recueil chez le même malade (Tableau II. E. 41' ). De plus, les sécrétion 

bronchiques doivent être recueillies pendant un court laps de temps pour éviter 

l'action des enzymes bactériens. Les sécretions de la toi lette bronchique doivent 

être bliminées, car elles ne sont émises qu'après un séjour variable dans l'arbre 

trachbobronchique. Lors de notre expérimentation, les expectorations émises entre 

8 h 30 et 9 h sont recuei llies. Dans l'expectoration, il existe toujours une con ta- 

mination salivaire d i f f ic i le  à mesurer qui provoque une di lut ion du mucus, car la 

concentration proteique de la salive est faible : en particulier en IgA - (2 b 

9 mg/ 100 m 1) et en sérumalbumine. Toutefois, en exprimant les resultats des 

dosages sous forme d'un rapport, taux d'lgA / taux de s6rumalbuminet on est 

moins géné par l 'effet de dilution dû b la salive. 

. Les- valeurs de ce rapport peuvent s'gche- 

tonner entre 0,s et 90 environ. S i  le rapport est élevé (supérieur ou voisin de IO) ,  

la muqueuse est capable de synthétiser des IgA 11 S en grosse quanti té, tout en 

limitant les pertes protéiques par transsudation. Lorsque l'on trouve un rapport bas 

(inférieur ou voisin de 3), la muqueuse bronchique ne synthétise pas beaucoup 

d'lgA tandis que les phénomènes de transsudation sont frès importants. Ceci peu t 

être rapproché des observations que nou avons faites lors de l'application de la 

technique de double dimension b 1'6 tude de quelques sécré tions ~ a r t i c u  libres 

(paragraphe 1. G. ; p. 39 ). Les diagrammes obtenus montraient I'amp li tude des 

variations de la plage des IgA et  de la plage de la sérumalbumine selon les cas 

étudies (sécrétion du fumeur, du bronchitique bronchique, d'un malade atteint de 

cancer bronchio Io-alvéolaire. ) 
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I 1. F . E tude c r i  t ique des dosages 

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

II est d i f f i c i l e  de comparer les valeurs des dosages que 

nous avons effectués avec les valeurs données par d'autres auteurs, pour des raisons 

méthodologiques d'abord, à cause du mode d'expression des résultats, ensuite. Nous 

avons fa i t  f igurer dans le Tableau Il. F .1 . les différents paramètres pour lesquels des 

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

I I .F.1 .a. Méthodologie 

Les techniques de dosage utilisées par les différents auteurs, 

bien que toutes immunologiques, n'ont pas la même précision n i  la même f iab i l i té .  

NEWCOMB e t  co l l .  (1969), TURGEON et  co l l .  (1 969) uti l isent I'immunodiffusion 

radiale de M A N C I N I  (1 965). RYLEY e t  col l .  (1 973) dosent neuf protéines sériques 

dans 30 échantil lons d'expectoration, à I'aide de la technique de double dimension: 

i I s  établissent les courbes étalons en uti l isant une série de d i  lutions d'un sérum stan- 

dard. Pour notre part, bien que nous trouvions que la technique de double dimension 

soit très précise, nous pensons qu ' i l  est toutefois_délicat de l 'ut i l iser à des fins quan- 

t i  tativessurtout lorsqule l le est appliquée à un m i  l ieu visqueux comme le mucus. 

Concernant le protocole d'homogénéisation l u i  -même, 

nous avons déjà (paragraphe I 1, B. 2. , p : 52) fa i t  le b i  lan des méthodes proposées par 

d'autres auteurs. La technique d'ultracentrifugation préconisée par RYLEY e t  col  1. 

(1968) semble, d'après les nombreux travaux de cette équipe, satisfaisante pour r6sou- 

dre les problèmes d'hétérogénéité e t  de viscosité du mi l ieu. Néanmoins, d'après la 

description du protocole, i l semble que le ~ r o b l è m e  des interactions mucines-protéines 

y soit négligé. Nous avons essaye de déterminer s i  cela avai t  une grande incidence 

sur les résultats des dosages qui 'peuvent être effectués après la mise en œuvre de ce 

protocole. A I'aide de la technique de dosage immunologique la plus f iable, 1'6lectro. 

immunodiffusion, nous avons effectué sur quatre mucus l'étude comparative de la phase 

soluble obtenue selon le protocole de RYLEY e t  col l .  e t  de l 'extrai t  de mucus homo- 

généisé. Après ultracentri fugation à 118 000 g pendant 4 heures, le mucus est séparé 

en une phase soluble limpide, légèrement visqueuse, qui  représente à peu près les 

7/8 du volume et  un culot  très compact.Après les dosages des IgA et  de la serumalbu; 

mine, seules peuvent être comparées les va leurs du rapport IgA/séruma lbumine, puisque 

notre méthode amène une di lut ion de l 'échanti l lon qui n ' intervient pas dans le proto- 

cole de RYLEY e t  co l l .  Les résultats sont indiqués dans le tableau II.F.1 .a. . Les 

différences observées montrent que I ' ultracentri fugation , dans les quatre 



Tableau 1I.F. 1 .a  

COMPARAISON DU RAPPORT I G A  / SERUMALBUMINE OBTENU POUR LES 

EXTRAITS DE MUCUS H O M O  GENEISES ET POUR LES SOLUTIONS RECUEILLIES 

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

* 

Mucus 

1 

2 

3 

4 

IgA / S6rumafbumine 

Extrait de mucus homog6néisé 

6r6 

4r2 

8 

517 

Mucus ultracentrifuge 

I r 9  

2r9 

4,8 

4r5 



RYLEY 

et  co11. (1973) 

SALVAGGIO 

e t  col 1. (1 973) 

DEUSCHL 

etco11.(1973) 

GUMP 

et  ~ 0 1 1 .  (1973) 

IDR : lmmunodiffusion radiale 

EID : E lectro-immunodiffusion 

expectoration 

de 24 h. 

u Itra-centri- 

fugation 4 h. 

à 118000 g 

double 

dimension 

expectoration 

le 

secretion endo- 

bronchiquediluBe 

expectoration 
recueil l ie pendant 

30 minuter 

IgA 
7 S 

US ( 80 Watts 
par sec) 10 sec. 
centrifugation 

dia lyse 
Iyo'phi Iisation 

pas de 

traitement . 

incubation 
20 mn à 56OC 
centrifugation 

dia lyse 
lyophilisation 

mg/l 00m I va leur moyenne : 

80,O + 41,8 - 

E l  D 

I DR 

IDR 

IgA 
11 S 

1 gA 
7 S 

1 gA 
7s 

1 

mg/1 

mg/l OOmg 
de prot6ines 

valeur moyenne : 
94,7 + 38,7 
de 17% 204 ug/mi 

1,1 à 7,4 

IgA/AIb moyenne 0,29 

IgG/Alb moyenne 1 ,O6 

6,0+ 2,3 - 

L 



cas examinés, provoque une perte des IgA par rapport à la sérumalbumine et ce, 

suivant une proportion variable d'un mucus b l'autre. L' interprétation de cette 

observation peut être la suivante : les IgA seraient plus fortement ; liées que la 

s6rumalbumine aux mucines qui rédimentent lors de la centrifugation b tres grande 

vitesse. Cette technique de "liqu6faction' du mucus ne resoud pas le problème 

des interactions mucines-protéides et ne constitue donc pas une première $tape 

interessante s i  l'on veut effectuer des dosages. 

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

I En plus des differences d'ordre methodo- 

logiques rencontrees lors de la comparaison de nos rdsultats avec ceux d'autres 

auteurs, les unités employées pour l'expression des résultats varient notablement. 

Ceci est important pour les résultats du dosage des IgA-globulines. Le choix 

comme solution etalon d'une pr éparation dllgA secr6toires 11 S est rare. 

En outre, de nombreux auteurs donnent 

une valeur moyenne des taux d'lgA, ce qui ne presente aucun intérêt . Par a i l -  

leurs, nous avons insisté sur la nécessite de pr4c;autions lors du recueil de I'ex- 

1 pectoration. Or, dans les travaux effectues, peu d'auteurs standardisent les con- 

ditions de recùeil des échantillons (Tableau II .F . 1  .). O r  un travail comparatif 

ne peut être effectue que sur des sécrétions recueillies b un moment f ixe  de la 

journée pendant un court laps de temps. 

Une valeur de dosage d'lgA ou de sérum- 

albumine ne peut avoir selon nous, une signification que s i  les conditions de 

prélèvement ou de recuei I de la secré tion sont indiquées, ainsi que? la méthode 

uti lisGe pour préparer I'échanti l lon qui sert au dosage, la technique de dosage, 

1'6talon employé pour la gamme, et la reproductibilite de l'ensemble des technique 

Dans ces conditions, les valeurs des dosages peuvent alors avoir une certaine s i -  

gnif ication e t  permettre de suivre I'émlution d'un malade ou l'action d'une thé- 

rupeutique. 

ll.F.2. Critiques de notre méthode : 

Nous travail Ions sur l'expectoration e t  

nous sommes donc génee par la con tamination salivaire. L'expression des r6sultats 

sous forme du rapport taux dllgA/taux de sérumalbumine permet de minimiser ce 

problème. Certes, pour dviter la  contamination salivaire, i l  faudrait recuei l l i r  

la s6cretion endobronchique par broncho-aspiration, mais ceci n'est pas possible 



dans le cadre d'un dosage de routine. En outre, dans ce cas, on peut être gêné par 

un ph6nomène d'hypersécrétion réactionnelle qui fausserait les dosages. De plus, 

bien souvent, les pr6lèvements endobronchiques sont contaminés par du sang et  ne 

sont pas u ti lisab les. 
l 

Notre méthode présente aussi d'autre! 

imperfections : 1'6tape d'échange ionique que nous sommes obligée d'effectuer 

pour obtenir un extrait de mucus 05 les interactions mucines-protéides sont détrut- 

tes ne permet pas une récupération totale des IgA. Ainsi le fa i t  que 40 p. 100 

des IgA CO lostra les restent adsorbées sur I'Ecteola-ce1 lulose apres le passage du 

tampon phosphate de sodium 0,01 M - N a C l  0,3 M , sans que I'on réussisse - - 
les 6 luer avec des tampons de molarité croissante en NaC 1, permet de se poser 

la question du pourcentage de r6cupération des IgA du mucus bronchiqu e. N4a.n- 

moins nous pouvons considérer que, s i  nous ne rt5cupérons pas toutes les IgA, 

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

t ib i  l i t6  dans les dosages d'lgA. 

En ce qui ,concerne la séruma lbumine 

nous n'avons pas rencontré de problème d'adsorption sur l'échangeur d'ions. Tou- 

tefois, la reproductibilit6 des dosages effectués est beaucoup moins bonne que pou1 

les IgA sans que I'on puisse encore en donner une explication satisfaisante. 

I 1 .  F .3. Choix d'autres paramètres : 

A u  dbbut de cette étude nous avions choisi 

la s6rumalbumine comme témoin de la transsudation plasmatique et IeslgA comme 

t6moins de la synthèse active glandulaire. Après les résultats obtenus e t  les d i - f -  

ficult6s rencontrées, nous pouvons nous demander s i  le choix d'autres paramètres 

aurait é t6 mei I leur. 

Il. F.3.a. Parambtressériques : 

La sérumalbumine a été choisie 

parce qu'elle est le constituant sérique présent en plus grande quantité dans le 

mucus bronchique. 

Nous avons tente une -estimation quan- 

ti tative de l ' a  -an t i  trypsine, mais les concentrations trouvees sont très faibles (de 1 
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l'ordre de 1 b ,!3 mg / I O 0  ml  d'expectoration). Des essais de dosage de l'al -glyco- 

protéine acide n'ont pu être satisfaisants : la précipitation obtenue dans la tech- 

l nique des "rockets" ne fournit pas un pic net bien mesurable. 

1 Des essais de dosage de la  transfer- 

rine sdrique sont en cours, mais nous ne pouvons pas encore determiner s i  ce para- 

matre pourra être retenu. II faudrait notamment contrôler I'action de I'homo- 

gbnéisation et de l'extraction par I'Ecteola-ce1 lulose sur une solution de trans- 

ferrine sérique purifiée. 

ll.F.3.b. Paramètres sécrétoires : 

En ce qui concerne l 'act iv i té spéci- 

f ique de synthèse de la muqueuse bronchique, un autre paromè tre pourrait l a re  

envisagé, b savoir le dosage de la bronchotransferrine. Mais, plusieurs di f f icu ltés 

ont 6té rencontrées au cours de la mise au point de ce dosage. Comme pour 

les IgA et  la sérumalbumine, nous avons voulu contrôler le devenir d'une solution 

riche en lactotransferrine humaine (qui constituerait la gamme étalon lors du do. - 
sage de la bronchotransferrine), après action des ultra-sons et  de la résine A G  

50 W x 2. La préparation enrichie en lactotransferrine que nous avons utilisée est 

la même que cel le qui a 6té utilis6e dans les expériences du paragraphe 1 .  F .5 

(p. 36 ):5 mg de cette préparation .sont dissous dans 10 m l de tampon phosphate 

de sodium 0,l - M de pH 7,O. 0,1 m l  de cette solution constitue le témoin "lacto- 

transferrine native". sur le volume restant, le protocole d'homogén6isation est 

appfique. 0, l  m l  sont prélevés après I'action des ultra-sons. Le dosage de ces 

différentes solutions par rapport b une gamme constituée par des di  lutions crois- 

santes d'une solution aqueuse de lac totransferri ne montre , qu'après homogénéi- 

sation, on observe une augmentation très forte de la hauteur du pic de précipa- 

tation (Fig. Il .F3. b.). Les calculs indiquent que la hauteur du pic ( 3 ) corres- 

pond b une concentration 3,5 fois plus élevée que la concentration de la solu- 

tion de départ (pic 1). En immunodiffusion radiale, nous observons 6galement 

uee tras forte augmentation du diamètre de l'anneau de diffusion. Nous avons pu 

démontrer que ce phénomène était dû b I 'action de la résine A G  50 W x 2 (pic 5 

de la Fig. II.F3. b.). l l 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 . 



I 1 l 
gamme . 1 2 3 4 5 ,  

1 solution de lactotransferrine "native". 

2 solution de lactotransferrine après action des ultra-sons. 

3 solution de lactotransferrine après action des ultra-sons et  de la 

résine A G50 Wx2. 

4 solution de lactotransferrine "native". 

5 solution de lactotransferrine aprgs action de la résine A G 5 0  Wx2. 

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

Figure 1l.F . 3  .b.ETUDE DE L 'ACTION DE L 'HOMO GENEISATION SUR 

UNE SOLUTION DE LACTOTRANSFERRINE HUMAINE . 
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Les resultats observés en 6 lectro-immunodiffusion e t  en 

immunodiffusion radiale nous ont amenée à rechercher une éventue l l e  différence de masse 

molaire entre la lactotransferrine native e t  la lactotransferrine " homogén6is6eU . Des 

électrophorèses effectuées en gel de polyacrylamide b 10 p. 100 en mil ieu SDS 

(technique de LAEMMLI , 1970 ) ne mettent en évidence aucune différence de masse 

molaire. 

Nous avons éga lemen t appliqué la technique pr6sen tée au 

paragraphe I.F.5. (p : 36 ) qui  associe une première dimension en électrophorèse sur 
3F 

plaque de "Gradipore" b une deuxième dimension classique de la technique d'immuno- 

6lectrophorèse bidimensionne Ile. Nous avons comparé , avec cette technique, la so lu- 

tion de lactotransferrine native et  Io solution de lactotransferrine soumise b l 'action 

I de la résine cationique. Après coloration des plaques, aucune différence n'est mise 

I en évidence : les deux solutions ont migré de manière identique dans le gradient de 

I polyacry lamide. A la sui te de ces deux exp6rimen tations, nous pouvons donc conclure 

I qu' i l  n'y a pas de différence importante de masse molaire entre la lactotransferrine 

native et  la lactotransferrine " homogénéisée ". 
Nous pouvons avancer une autre hypothèse : la résine 

cationique A G  50 Wx2 détacherait un peptide ou un glycopeptide basique de la molé- 

cule de Iactotransferrine; ceci provoquerait un réarrançemen t de la molécu le qui 

diffuserait plus faci lemen t dans un mi l ieu g6 l i f ié.  Le réarrangement de la molécu le 

pourrait, ou bien, avoir pour conséquence le démasquage d'un ou plusieurs sites 

antig6niques " cachés " dans la molécule de lactotransferrine native : il serait alors 

possible d'expliquer l'obtention d'un pic de précipitation bien plus é levé en 6 lectro- 

immunodiffusion e t  d'un anneau de précipitation bien supérieur en immunodiffusion 

radiale . II ne s'agit Ib que d'une hypothèse, qui est cependant étayée par l'observation 

de la différence de migration 6lectrophorétique en plaque d'acrylamide-agarose 
KR 

(Indubiose ) témoignant de la différence de charge de ces constituants : la lacto- 

transferrine soumise au protocole d'homogénéisation possède une mobi li té é lectropho- 

ré tique, b pH 8,6, plus grande que ce l le de la lactotransferrine native. 

Les difficultés rencontrées lors de nos essais sur la lacto- 

transferrine empêchent , tant que nous n'avons pas d'explication pr6cise des phénomènes 

observ6sl la mise au point du dosage de la bronchotransferrine : 

les dosages de ce constituant ne peuvent , en e f fe t ,  être effectués actuellement que par 

K Labo-moderne 

KK Industrie Biologique Française. 



rapport b une gamme étalon de la lactotransferrine puisque la bronchotransferrine 

n'a pas encore été préparée b l'état pur. De plus, les particularités observées 

l pour la lactotransferrine après l'action de la résine cationique sont éga lem nt  

rencontrées pour la bronchotransferrine qui  présente en plaque d'acrylamide 

agarose, les mêmes caractéristiques 6 le~t rophorét i~ues que la lactotransferrine 

"homogén6is6e". 

I f  . F.3.c. Bilan : - 
D'après nos résultats, les IgA-glo- 

bulines du mucus apparaissent actuellement comme les seuls témoins de I 'act i-  

vit6 de synthèse glandulaire qui puissent être dosés valablement par les méthodes 

dont nous disposons. La transferrine ~érique,~ourraii, fans dhute,être substituée b b 

sbrumalbumine, qui reste néanmoins un paramtitre t4moin intéressant de la trans- 

sudation. Malgré leurs imperfections, les m6thodes d'homogénéisation e t  de do- 

sage que nous avons mises au point peuvent être appliquées b la sécrétion bron- 1 
chique pour suivre chez un même malade, I'évo lution du taux d'lgA e t  de la 

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

II. G. Prm ières corré lotions entre 6 tudes rhéologiques et  biochimiques 

et fonction d'épuration de la sécrétion bronchique : I 
II. G. 1. Relations des protéides et rnucines bronchiques 

avec les proprié tés rhéologiques : 

Dès 1973, (DEGAND et col l .  ; HAVEZ 

et  col l .  ; PUCHELLE et coll.), ces relations ont 616 étudiées pour 21 mucus de 

bronchiteux chroniques. Les premiers résultats permettaient de mettre en évidence 

Ie rôle prédominant des IgA de la sécrétion sur les caractères visco-élastiques de 

I'expectoration. Une relation significative est observée entre la sérumalbumine et 

la  viscosi té. 

Parmi les différents types de mucines 

identifies, seules les sialomucines, de caractere poly anionique type carboxylique, I 
sont très fortement corr6 lées avec les variables rhéo logiques ref Iétan t la viscosi t6 

et  l'élasticité des expectorations Les sulfomucines e t  les fucomucines ne semblent 



pas i n  tervenir de façbn significative sur les proprié tés visco-6 lastiques de ces 

s4cré tions. 

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

bronchique ; I i e  n avec l 'état infectieux bron- 

chique et la fonction respiratoire : 

Après la première confrontation, une 

analyse des expectorations sur le plan cytologique, rhéo logique et biochimique 

est roalisée (PUCHELLE et  coll., 1974) afin de connai'tre les mécanismes suscep- 

tibles d'expliquer les variations des profi l s  rhéo logiques des sécr6 tions, en liaison 

avec I'6tat local d'infection bronchique. Les 18 bronchitiques chroniques retenus 

ont bté classés en deux groupes : 

1 O) 7 bronchitiques chroniques non surin- 
féctbs 

2 O )  1 1  bronchitiques chroniques surinfectés l 
Dans Ic premier groupe, le taux d'lgA est 

genbralement b l e d  (3  170 mg/lOO ml), pour la sérumalbumine des valeurs faibles 

( O 15 mg/100 m 1) d n t  observées; Le rapport IgA/sérumalbumine est donc 6Leve 
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Dans le deuxième groupe, le taux d'lgA 

est plus faible(<l50 mg/lOO ml) alors que le taux de sérumalbumine est plus éleve 

(3 '25 mg/l 00 m 1). Le rapport IgA/séruma lbumine est i c i  p lus fo i  b le (< 3). 

Les variations dissociées du taux d'lgA 

e t  de la sérumalbumine pourraient alors expliquer, dans one large mesure, les 

modifications du prof i l  rhéologique observées au cours de l ' infection bronchique. 

L'btat d'infection bronchique s'accompagne d'un accroissement de la viscosité 

des sécrétions l ié b la transsudation de constituants sériques, tel le que la sérum- 

albumine,et d'une diminution de I'élastici té,en relation avec une syn these moins 

act ive des IgA. Cetie étude mettrait en 6vidence un lien entre élasticité et taux 

d'lgA, viscosi t4 et taux de sérumalbumine. 

Ces observations .ont été comp/étées par 

les données relatives b la morphologie bronchique dans le but de pr6ciser dans 

quelle mesure les analyses effectuées reflètent un é tat pathologique de la bronche. 



Tableau il. G.2, 

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

IgA / St4rumalbumine E T  NOMBRE D'EPISODES DE SURINFECTION POUR CINQ MALADES . 



Dans le premier groupe, la plupart des malades pr6- 

sentent des images bronchographiques sub-norma les. Dans le second groupe, 

hormis un malade, on note que tous pr6sentent des remaniements et des defor- 

mations bronchiques marqu6es. Donc, dans I'ensemb le, le degr6 de gravi t6 des 

d4formations et decalibrations bronchiques semble a l  ler de pair avec une 
1 

diminution du taux d'lgA et , surtout, avec un abaissement du rapport taux d'lgA 

/ taux de s6rumalbumine. 

Plus rdcemment, ( PUCHELLE et coll., 1975 ), chez 

cinq malades dont 1'6tat clinique a ét6 r6gulièrement suivi au cours d'une p6riode 

de trois ans précédant le bilan, le nombre d16pisodes de surinfection a 6th 

confront6 aux taux dllgA et de s6rumalbumine et au rapport IgA / s6rurnalbumine 

obtenu ( Tableau 11. G.2. ). O n  observe une. relation entre taux d'lgA et 

surtout, sauf dans le cas du malade no 3 , entre rapport IgA / s6rumalbumine 

et le nombre d16pisodes de surinfection. La diminution marqu6e de la synthèse 

d'lgA et l'augmentation de la perte de s6rumalbumine par transsudation dans la 

bronche reflète donc I'6tat non fonctionnel de la muqueuse bronchique, expliquant 

au moins en partie, la sensibi l i t6 locale aux infections des malades bronchitiques. 

Ces premiers resultats confirment l'intérêt de la confrontation des analyses 

biochimiques et rh6ologiques. Ces analyses peuvent apporter des renseignements 

intéressants sur les mecanismes pouvant engendrer l'obstruction bronchique et 

sur les stades 6~0 lu t i f s  de la maladie. L'utilisation de ces diff6ren ts cri  tètes 

peut permettre d1appr6cier 116tat fonctionnel de la sécr6 tion d'un sujet . 





anti-sérum humain total, nous identifions quinze protéides sériques. Nous avons 

analysé les part icularités de quelques-uns de ces constituants, notamment de 

l'a,-antitrypsine qui, dans la plupart des mucus étudiés, apparait sous la  forme 

d'un arc à double courbure. L'étude plus approfondie de ce constituant ainsi que 

ce l le  des autres inhibiteurs de protéases présents dans le mucus ,. l 'a  -antichymo- 1 
trypsine e t  l ' a  -macroglobuline , sera intéressante pour la connaissance des 2 
mécanismes de défense de la bronche. 

I Nous avons ensui te entrepris I ' iden t i f icat ion des constituants 

I de type sécrétoire à l 'aide d'immunsérums anti-sécrétions , e t  en particulier, 

d'immunsérums de Lapin anti-mucus bronchique préparés au laboratoire. 

L' immunsérum de Chèvre ant i - la i t  permet de révéler les IgA sécrétoires e t  la 

bronchotransferrine dont les caractères antigéniques sont communs à ceux de !a 

lactotransferrine. L'immunsérum de Lapin anti-salive de parotide et I'immunsérum 

de Cheval anti-salive totale mettent en évidence l'amylase e t  quatre autres 

constituants non encore identifiés, dont deux présentent une act iv i té  estérasique. 

Par I'emp lo i  des deux immunsérums de Lapin an ti-mucus bronchique, deux autres 

constituants inconnus sont mis en évidence. 

Ainsi, parmi les protéides sécrétoires révélés par les tech- 

niques immuno logiques, plusieurs restent à identif ier, e t  leur rôle b io log i que 

reste à découvrir. De plus, la question de l'existence de constituants spécifiques 

de la secrétion bronchique humaine n'est pas encore définit ivement résolue. 

Ensui te, nous avons abordé le fractionnement de l 'extrai t  

de mucus. II a été effectué par chromatographie de gel- f i l t rat ion sur une 

colonne de Sepharose 6 B , e t  les six fractions obtenues ont été étudiées. Nous 

avons constaté que la dernière fraction de I '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  f in  de ce bilan, nous soulignons l'importance des IgA 

globulines de la sécrétion bronchique, qu i  sont dans leur majorité des IgA 11 S 

e t  dont une étude p lus approfondie serait i n  teressan te : e l le permettrait de 

déterminer s i  ces IgA présentent les mêmes part icularités que les IgA colostrales 

humaines qui  sont bien connues maintenant ( composition en acides aminés e t  

en sucres, proprié tés chimiques, assemblage moléculaire identique (IgA)*+SC+J ). 



Enfin, en appliquant avec I'irnmunsérum de Lapin anti-s6rum 

humain tota 1, la technique d'immun06 lectrophorèse bidimensionnel le b quelques 

sécrétions particulières, nous avons démontré l'apport de cette technique qui  

fournit un b i  lan global intéressant des protéides du mucus bronchique. 

Après avoir constaté les variations de composition biochimi- 

que qui  peuvent exister d'une sécrétion bronchique b l'autre, nous abordons 

dans la deuxième part ie , l'estimation quantitat ive de certains constituants 

protéiques du mucus. Un paramètre sérique , la s6rumalbumine, e t  un paramètre 

sécrétoire , les IgA-globulines, sont choisis. Nous disposons d'une technique 

de dosage précise e t  f iable , 1'6 lectro-immunodiffusion, b laquelle quelques 

adaptations ont dû être faites pour qu'el le soit applicable au mucus bronchique. 

La préparation des gammes é ta Ions adéquates ( IgA 1 1 S ) est effectuée. Seuls 

subsistent les problèmes techniques dus au caractère hétérogène et  visqueux du 

mucus : toute volumétrie correcte est impossible. II a donc été nécessaire de 

mettre au point  une technique d'homogénéisation du mucus bronchique, car les 

protocoles proposés par d'autres auteurs ne sont pas entièrement satisfaisants. 

L'ut i l isation des ultra-sons associée à l 'action d'une résine 

cationique s'est avérée une technique valable d'homogénéisation du mucus. Mais 

les phénomènes qui  se déroulent lors de ce processus ne sont pas encore connus. 

Néanmoins, l'abaissement des valeurs de la viscositB et  de l a  recouvrance elas- 

tique démontre I 'ef f icaci  té de cette méthode. Nous obtenons un mi l ieu  dont la 

mesure volumétrique est correcte. Nous avons con frôlé, sur une solution d' lgA 

CO lostrales e t  une solution de séruma lbumine , que l'homogénéisation respecte 

les caractères immuno logiques de ces constituants e t  que l'assemblage mo lécu- 

la ire des IgA sécrétoires n'est pas détruit. 

Cependant, aprBs homogénéisation du mucus, des interac- 

tions muci  nes-protéides , qui sont génantes au cours des techniques électropho- 

ré tiques que nous comptons uti l iser pour les dosages , subsistent. La l ibération 

des protéides de ces interactions est donc effectuée avec I'Ecteola-cellulose e t  

nous obtenons un extrai t  de mucus u t i  fisable dans les techniques courantes 

d'analyse. La reproductibi l i té de notre méthode est essayée que ce soit pour 

l'homogénéisation ou pour l 'extraction par I'Ecteola-cellulose. Les résultats 

sont, dans l'ensemble, satisfaisants. Lors d'experiences de surcharge de mucus, 



en IgA colostrales ou en sérumalbumine, nous avons rencontré un certain nombre 

de diff icultés : la récupération des quantités de proteide ajoutées n'est pas 

totale, notamment les IgA CO lostraies u t i  lisées restent part ie l  lement adsorbées 

sur l'échangeur d'ions. O r  nous ne pouvons déterminer le comportement des 

IgA du mucus dans ces conditions. Néanmoins, d'après les essais de reproducti- 

b i l i t é  que nous avons effectués, nous pouvons considérer que nous dosons, dans 

les extraits de mucus, une - proportion , constante des IgA présentes e t  que notre - 
méthode est donc uti l isable pour une estimation quantitat ive dans la mesure oti 

l'on indique les limites de cette estimation. 

Malgré leurs imperfections, I'homogénéisu tion e t  les. dosages 

que nous avons mis au point  peuvent permettre une étude quantitat ive de para- 

mètres intéressants pour déf inir  l 'aptitude fonctionnelle de la muqueuse bron- 

chique d'un sujet e t  en part icul ier l 'évolution du taux d'lgA e t  de sérumalbumine 

au cours d'épisodes infect ieux ou d'interventions thérapeutiques. 

Mais, un travai l  comparatif ne peut être effectué que dans 

la mesure où certaines précautions sont prises. En effet, nous avons montré que 

les st5,crétions doivent être recueil l ies à un moment précis e t  f ixe de la  journée, 

pendant un court laps de temps, les sécrétions de Ici toi let te bronchique étant 

é Iiminées. Les techniques u t i  lisbes pour l'homogénéisation e t  le dosage doive 

toujours être les mêmes au cours de la réalisation d'un travai l  comparatif. t tL IF  8 
Pour l'expression des résultats, il est pratiquement impossible de déterminer une 

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

taux dllgA/ taux de sérumalbumine semble plus exact pour que puissent être 

définies à la fois 11activit6 de synthèse locale e t  l'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 présen té les premibres corrélations 

établies entre l'étude biochimique, l'étude rhéologique de l 'expectoration e t  

l 'état  fonctionnel de la bronche. Les résultats acquis montrent l ' intérêt de ces 

analyses qui peuvent apporter des renseignements sur les mécanismes de I'épu- 

rat ion bronchique e t  sur les stades évoluti fs de la ma ladie. L'ensemble de ces 

6 tudes pourra donc permettre d'apprécier 1'6 tat fonctionnel de la sécretion 

d'un sujet. 
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I ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMMUNOELECTROPHORETIQUE SUR 

L A M  DE GEL SEMI-SOLIDE D'AGAR O U  D'AGAROSE (TECHNIQUE DE 

SCHEIDEGGER, 1955) 

Le support est un gel d'agar (special Agar noble Difco) b 

0,9 p. 100 en tampon véronal de pH 8,2 et de force ionique 0,l  : 

Vérona l sodé 7 9 ~ 3  g 

HCI N - 
Eau désionisée q.s. p. 5 1 

La clarification de ce mélange est effectuée au bain marie 

boui I lan t. 

I . A. 1 : Preparation des lames : 

3 ml d'agar b 0,9 p. 100 sont mulés sur une lame 

de verre de 7 , s  x 2,5 cm. Apras refroidissement, une fente de 3 mm de large 

20 mm de longueur, est pratiquBe b 2,5 cm d u  bord qui sera placé du côté de 

la cathode. 

1. A. 2 : Minra tion é lectrowhor6tictue : 

La cuve b 6 lectrophorbse utilisée peut recevoir 8 

lames. L'6lectroiyte est le tampon véronal do pH 8,2. Une épalssewr de papier 

- Whatman nO1 assure le contact entre les lames et  le tampon. Les d6pôts des 

dchanti lions sont effectues aprbs l'établissement d'une différence de potentiel 

de 20 volts aux extremites $e la lame, el le est maintenue pendant 2 h 30. 

1. A.3 : Fixation : 

La fixation des protéides dans le gel est affectude 
> 

pendant 4. h au.minimumldanr .le bain* :... .W., ., . ,, . - .,,. . .., ,,.-,.. ,, ..,.. .., .. 
alcool absolu 600 m l  

eau dbsionisée 400 m l  

acide acQtique RP' 20 m l  

Puis, les 1ames.sont s6chies sous papier Whatman n03. 



1. A.4 : Colorations : 

2 types de colorations sont ut3Jis4s : 

- coloration des protdines par I'Amidoschwarz 

(AS) b 1 p. 100 en solution m6thanol-acide accltique 

- coloratiori par le  réactif de Schiff aprhs 1 
oxydation (PAS) pour les gly&oprot6ines (BISERTE, 1957). 

1. B - Immuno~lectrophorèse en lames d'agar : 

Cette technique associe une migration cltectrophor4tique et 

une identification immunologique. Le support et l'électrolyte sont les mêmes que 

prbc6demment. Les d6pôts sont r6alis6s dans des trous effectu6s b 2,s cm de 

18extrémit6 de la- lame. La migration électrophorétique est effectuée dans les 

mêmes conditions que prclc6demmsnt. A la f in du temps de migration, une gout- 

tiare est pratiquée dans I'agar b équidistance des trouspour recevoir I'immuns6rum. 

La diffusion des antigenes et des anticorps dure de 24 b 48 h dans une boîte b 

diffusion b temperature ambiante. Les lames sont ensuite lavees dans du sclrum 

physiologique pendant au moins 4 heures, s6ch6esf lav6es sous eau courante pour 

6 liminer l'excès d'anticorps et de protdides non prdcip iNSs. Apres s6chage sous 

papier Whatman n03, les colorations sont effectuees de la même façon que pour 

les Clectrophorases (1 . A . 4). 

1, C - E Iectrophorbss en lame d'agarose (pour l'étude des rnucines) s 

Le support est un geJ d'agarme b 0,9 p.  100 dons ie m2me 

tampon vGronal de pH 8,2. La prdparation des lames est identique b celle des 

lames d'agar {I . A. 1). La migration électrophor6tique s'effectue pendant t h 

sbys une diff6rence de potentiel de 20 volts aux extrimitds de la lame. A la 

sortie de la cuve d'C lectrophorbe, la fixation des protaides diffare selon la CO- 

loration que l'on dbsire effectuer r 

- dans le bain - alcool absolu 

- eau d4sionisbe 

- C H  COOH (voir I . A . 3 . , p . f . l . )  
3 

b i  fa coloration est faite par I'Amidoschwarz, ou par le rdactif de Schiff apr.abs 

oxydation periodique. 

- dans une solution b O, 1 p, 100 de Cetovlon (bromure 



faite par le bleu de toluidine faible (40 mg/l 00 m l  melange acé tone-eau désio- 

nisée (4/l)) ou fort (400 mg/l 00 m l  du même me lange). , 

II TECHNIQUES DtELECTROjMMUNO D1FFUSIO.N 

Les différentes techniques se rattachant b 1'6 lectraimmunodifFusion 

(EID) que nous avons u t i  lisées sont : 

- I'immunoélectrophorèse en double dimension avec ses vari- 

antes permettant l ' identification des differentes plages de précipitation obtenues. 

- la technique des "rockets" qui est une technique de dosage 

immuno logique. 

- la technique dite de prédiffusion qui lors d'un fractionnement 

en mil ieu liquide permet le repérage d'un protgide. 

Le principe de ces méthodes est le même : il s'agit de la mi- 

gra tion 6 lec trophoré tique d 'an tighnes (Ag) dans un gel  contenant des anticorps 

(Ac) et de l'obtention d'une précipitation immunologique spécifique de ces an- 

tigbnes avec les anticorps précipitants correspondank La surface comprise dans 

l'arc de précipitation est proportionnelle au rapport Ag/Ac. II faut choisir des 

conditions é lectrophoré tiques telles que les molécu les d'anticorps ne se deplacent 

pas dans le gel tandis que les mol6cules d'antigènes migrent en fonction du cou- 

rant. 

I l .  A. 1 : Equipement particulier b 1'EID : 

- Cuve d'6lectrophor&se. b évaporation lirnifh, pos- 

sadant un systhme de r(bFrig4ration CmodBle MECAPLASTIC). La dfr igbrat ion est 

obtenue par une circulatian d'eau ( environ 1 SOC). 

-Plaques de verre : 2 ta1 lles sont nQcesralrert i 

9 x 11 x 0,2 cm et  10 x 10 x 0,2 cm 

Avant I 'ut i  lisation, les plaques sont nettoydes dans 

un bain de MUCAPUW (Block), puis sont rincQes sous eau courante et  esruy(5ss 

avec un ltnge non pelucheux. 



- Contacts électriques : i l s  sont obtenus par 5 Qpais- 

ssurs de papier Whatman nO1, d4coup6 aux dimensions : 6 x 10 ou 11 cm suivant 

la plaque uti  lisée. Le courant doit suivre la direction des fibres du papler. 

- Bain marie reg16 b 55OC 

- Plan horizontal t trépied r6glable muni d'un niveau 

b bu1 le, indispensable pour l'obtention d'un gel d'epaisseur uniforme. 

- Source d'air chaud : nécessaire lors du s6chage des 

p laques d 'agarose 

1 1 .  A.2 : Réactifs : 

II. A.2a : Tampon : 

Tampon vérona 1 pH 8,6 : 

Véronal soda 20,6 g 

Véronal acide 4 9 

Eau désionisée q.s.p. 5 1 

p= 0,02 

Les pôles sont inversés après chaque migration et le 

tampon doit être changé après 3 utilisations. 

II. A.2.h : Agarose : 

Agarore lndubiosa A 37 (Industrie Biologique ~ r a n -  

çaise) b 1 p. 100 dans le tampon veronal de pH 8,6, L'agarose est prépar4 au 1 
bain marie bouillant jusqulEi clarification, puis gardé liquide dans le bain maris 

B 55OC .. S 'il n'est pas utilise dans les 10 heures qui suivent, l'agarose est con- 

Immuns6rurns commerciaux : Behring, Nordic, Kailestad, 

Techniçon et immunsérums prCpar6s au laboratoire (voir p. T. 14). 
, II. A .2. d : Bains de lavage : 

I l s  sont r&alis&s dons du s6rum physiologique B 0,9 

I 



II . A.& : Colorant : 

Coomassie Bri liant Blue R (Gurr) 5 a 
Ethanol 95 p. 100 450 ml 

Acide acétique RP 

Eau d6slonisbe 

II. A.2f : Décolorant : 

Même composition que le solvant du colorant. 

II. B. - Technique d'immuno~lectrophorèse en double dimension : 

Cette technique est réalis6e selon le principe pres'enté par 

LALJRELL (1 965) et repris par CLARKE (1 967). 

II. B.. 1 : Premihre dimension : 

15 ml d'agarose sont coulés sur une plaque de verre, I 
de dimensions 11 x 9 x 0,2 cm (épaisseur du gel : 1 ,5  mm). Après gé l i f ica tion, I 
4 fentes ou puits sont r6alisés comme il est indiqué sur la figure 'II. 8' b l'aide I 
de trocarts (des dép8ts de 50 pl peuvent être faits dans des fentes de 3 mm sur 1 
15 mm, de 20 &1 dans des puits de diometrs 4 mm, de 8 b 9 pl dans des puits 

de 3 mm de diamètre). 4 dhpôts sj'bchanti l Ion peuvent 3tre effectués sur une 

mame plaque. Ap&s avoir Iaissb diffuser les tichantilions jusqu'b ce que les trous - 
au fentes saient vides, sn rebouche avec de l'agerose main tenu b 55°C dario le- r;, 

p m , J  

quel est ajout4 du bleu de Bromaphbnof comrns temoin de rnigratlon, Les ponts t~~-;.:~ 

de papier sont mis en place et une diff4rence de potentiel de 100 volts est appli - 
quge aux bords de ka plaque de la cathode vers l'anode pendant 75 minutes envi- 1 

1 

ron (le t45main doit atteindre I'extn6mit8 de la plaque), I 

f 1. 8.2 : Transfert de la bande d'agarose : 

Apres la migration b lectrophod tique, ia plaque est 

retirde de la cuve et d6coup6e selon la figure 'II' . B . Une bande de 5 mm est 

6liminde le long des quatre câtês de la plaque. La gélose restante est divisde en 

quatre bondes de 2 cm de large, dans le sens de la longueur. Chacune de ces 

bandes est transfbree b I'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 1 1 .  B) .. Cette bande sera le - I 
&té cathodique lors de Ia deuxi8mi migratican. i 

r ' >  . , 

, 





11. B. 3 : Deuxi&me dimension : . 

, 12 ml  d'agarose maintensb 5S°C sont soigneusement 

mélangés I la quantith d'inmuns~rum choisi (cette quantité peut varier de l O ~ l  

à 500 pi suivant les imrnuns~rums utilisbs, suivant l e  dépôt effectué). Puis ce 

mé lange est cou lé sur la surface restante de la plaque (épaisseur uniforme : 1,s 

mm). Après gi l if ication, la plaque est placée dans la cuve b électrophorbse ; 

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

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

11. 8.4 : Elimination des protéines non précipitées apr&s im- 

m un06 lec trophorèse : 

- "Ecrasement" : 

A Ia sortie de la cuve b électrophor6ser les trous ou 

fentes sont remplis avec de l'eau désionisde pour éviter leur eclatement lors de 

l'écrasement. Le gel  est ensuite recouvert d'une feui l le de papier f i l t re puis 

d'une épaisseur de 1 cm de papier de cellulose (papier Lotus). Une pression 

i~ n i forme. est exercde pendant'45 minutes b l 'aide de plaques de verre 

placées au-dessus du papier de ce1 lu lose .(masse des plaques, environ: 1 kg.) 

- Lavage : 

Le papier f i l t re est soigneusement retiré, les plaques 

sont ensui te placdes 30 minutes dans .un bain de sdrurn physiologique puis 15 mi- 

nutes dans un bain d'eau d4sionisbe. 

II. B.5 : S & g e  

Les plaques sont recouvertes d'un papier f i l t re  et 

shch6es sous courant d'air chaud. 

11. B. 6 : Coloration et ddcerfaration : . 

Coloration : 10 minutes 

Décoloration : bains successifs jusqu'b transparence ,, 

du fond de la plaque. ~a plaque est séch6e sur papier f i l t re a la temptSrûture du 

laboratoire. 



II .C : Techniques d'identif~cation des plages de précipitation avec* 

II. C. 1 : Par utilisation de protéines purifiées et identiflees : 

II. C . 1.0 : Technique du "tandem" (KROLL, 1968- 

Un d8pôt supplémentaire est effectue 1 cm 

en avant du dépôt de I'échanti ilon (figure II. C. 1 a).  Ce dbpôt est consti t d  

d'une solution du protéide pur et identifié, dont on soupçonne la présence dans 

I'échantijlon . Toutes les op4rations ultérieures sont effectuées de la même fa- 

çon que pour la double dimension ordinaire. S i  l e  protSidepur dépose en avant 

de I'bchanti llon lors de la première dimension est présent dans cet dchantillon 

et r6véli5 par I'immuns6rum utilisé, nous aurons un d6doublement de l'arc de 

précipitation spécifique de ceprotéide pur . (Fig. voir dans le texte p.15 ). 

Cette technique peut être ut i  lisée également pour des d6pÔts de deux sol utions 

contenant plusieurs Ag et permet une comparaison directe des diagrammes de 

double dimension. 

I 1. C . 1.b : Absorption d'immunsérum : 

Les quantités de protéides utilisees pour ef- 

fectuer les épuisements d'un immunsérum varient suivant que l'on effectue un 

.puisement par un seul protéide ou par plusieurs protbides : pour un proteide 

pur 1 mg pour 0,5 m l  d'immuns4rum suffit, pour un mélange de plusieurs protéides 

2 mg pour O, 1 m I diirninundrum peu&nt 8tie n6tesraîre. Les popptions dbpendant 

éga lement de Io quanti t6 d'anticorps çantsnuo dans I'itnrnunsérum 6i saturer. Les 

protéines sont mises en contact sous agitation avec l'immunsbrum pendant 2 heure. 

a 3 Y 0 C .  Le ,malange est refroidi 1 heure b 4*C et centrifugé b 1 500 tours/mn 

pendant 10 mn pour Bfiminer le pr4cipit4 antighne-anticorps form4. Lu satura!ion 

de ~'imrnunsbrum est toujours con t&l8a par immun04 lectrophor&rs, 

il. C. 2 : Par utilis.atlun d'immuns4rurns monospdclfiques : 

I I .  C .2a : Comparaison directe d'un diwramme ob- 

tenu avec un immuns6rum spdcifique et d'un diagramme obtenu pouf le marne 1 
échan t i  llon avec un immuns6rum p lurispécifique. Seu 1s deux échan t i  l tons a'gan t 

migr4 en mame temps en premiare dimension peuvent dtre comparés en super- 

gssan t les 2 plaques obtenues aprèts la deuxibrne dimension. 

I 
/ 



Figure 1I.C.l.a. : 

12 m l agarose 

+ 
imm unserum 

IMMUN0 ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE EN TANDEM 

9 m 1 agarose 

+ 
immuns4rum p lurisp6cifique 

," 

3 m l  agarose 
+ immuns6rum monospbcifique 

O 
. 

Gel 
intermédiaire 

Figure Il.Ç.2.b. : 

IMMUNOELECTROPMORESE BIDIMENSIONNELLE AVEC GEL INTERMEDIAIRE 



II. C.2.b : Technique du gel intermediaire (AXELSEN, 1972) 

Les modifications techniques interviennent'& partir 

de la réalisation de la deuxième dimension. En effet, au lieu de couler le 

mélange agarose + immunserum sur kr airfae retcnte de la plaque, on opare en 

2 temps : tout d'abord on coule 3 ml d'agarose contenani I'immunserum sp6cifi 

que sur une bande de 2 cm de large le long de la bande de la premihre dimension 1 
(voir figure II. C.2b). Ceci forme.le gel intermediaire. Puis la surface restante 1 
est recouverte de 9 m l d'agarose contenant I'immuns6rum p lurisp6cifique. Ce 

_ gel constitue le gel de réference. La deuxieme dimension et le reste de la ma- I 
nipulation sont effectues selon le protocole classique. Le diagramme obtenu dans 1 
le gel de réference est compare avec l e  diagramme obtenu & l'aide du même 

I 

immunsdrum sans utilisation d'un gel intermédiaire (plaque tdm'oin). L'appari- 1 
tion d'un arc dans le gel intermediaire en même temps que la disparition ou di- l 
minution de haut eur d'un arc dans le gel de réference par rapport a la plaque l 
témoin permet I'iden tification de cet arc (voir dans le texte p. 12 ), 

II. D. - Tachnique d'B lectrojmmunodiffusion e l  rocket;: technique ~ 
de dosage : 

I t . D . 1  : Prdparation du gel : 

15 m l  diagarose gcrrdBs a 55'Ç sont m6 Iangds ta . 

qyanti tg choisie d' i  mm~~-ntt$rum spécifique. Ensuite le m6lange est c~wl(5 sur une 

pfaque de 1 1 x 9 x 0,2 cm (dpaisseur du gel : '1,s mm). 

Il. D. 2 : Rdalisation des puits de dBpôts : . ' 

14 puits dquidistants de 7 mm peuvent 8tre faits dans 

le s ens de la longueur de la plaque (Figuye II. D.2). 

II. D . 3  : Dépôts des Bchantillons t ~ 
Après evoir dispos6 les ponts de papier, on applique 

une diffihrence de potentiel de 30 volts aux bords de fa plaque (cathode vers 

anode). Cette diff6rence de potentiel est maintenue pendant 16 heures. Des 

d6pats de 3 @ sont effectués sous courapt. Des dilutions (5 ou moins) de la 

gamme tdmoin sont ddposBes en commençant par la dflutlon la plus forte avec une 

microseringue Hamilton de 1 O f i .  Puis b la  suite, chacun des dchanti llons b 



Figure li.Q2. : ELECTRO-IMMUNODIFFUSION EN ROCKETS 

Gamme 

figum 11.D.4. : MESURE DE LA HAUTEUR DES PICS 
I 

, . .I 



doser est dbposd. Apras la migration ellectrophorétique, les opdratio,ns d'dfimi- 

nation des proteines non pr4cipitées, de séchage, de coloration et ddcoloration 

sont identiques b celles dgcri tes pour la double dimension (II. B. 4, 5, 6, p. T. 7. 

II. D. 4 : Exploitation des r6sultats : 

L'aspect obtenu pour les pics est celui d'une fusde 

d'ab le nom de "rocket". En fait pour qu'une mesure soit valable, il faut que 

la forme du pic soit celle d'un triangle isoc8le b sommet aigu. O n  peut alors 

utiliser la hauteur de ces pics Ei la place de la surface pour une mesure quanti- 

tative (hauteur mesurée b partir de la limi te anodique du trou de d6pôt) (Fig. II. 

On trace la courbe obtenue en portant en abscisse la concentration d'antiganes 

en mg/lOO ml et en ordonnée, la hauteur des pics en millimètres. Pour une gam 

me correcte on obtient une droite ou une c c u b  tr&s Idgèrement incurvele. Pour 

del term iner la concentration inconnue d'un antighne, il suffit de reporter la 

hauteur du pic correspondant sur la courbe obtenue a partir de la gamme. La 

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

reproductibles. 

Il. E - Technique d' 6 lectrqimmunodiffusion avecprddiffusion de 

I1antig&ne (SVENDSEN, 1970) : 

Cetta mhtkode a Bté mise au point pour étudier la distributior 

de protéides dans les fractions d'un 6 luat chrornatrrgmphique. - 

II, E.1 : Mode opelratoire: 

15 ml  d'agaroaie b 1 p. 100 sont cou16s sur une 

plaque de 11 x 9 x 0,2 cm. Aprhr gbliflcation, der puits d i  3 mm de diamatre 

sont r4olis4s suivant fa figure f l .  E.1 (puits distank de $ mnsur 2 fignes, en 

qulneonc~ ) ' :. A 5 mm au d w u s  de le i l ~ s  aupbrieure, on coupe fe 

gel b l'aide d'une grande lame .de raaolr e t  on iarfimine Io partie sup4rieure du 

gel ; on le remplace par 12 ml  d'agarose con tenant les Ac (untiselrum plurisp6ci. 

fique ou monospbcifique). 8p de chaque fraction de i'éluat (ou de 1 fraction 

sur 2) sont &pos(Sr dans les trous, suivant le m8ms ordre que c i l  uf dans lequel 

elles sont collectees. Q n  laisse diffuser de 30 b 60 minutes b temp6rature du 

laboratoire, puis on effectue la migration dans les mêmes conditibns que pour 

les rockets. Les op6 rations qui suivent la migration d Iectrophodtique sont iden- I 
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tiques b celles indiquees pour la double dimension (11. B. 4, 5, 6, p.T.7). 

II. E.2 : Interpretation : 

Pour chaque antig4ne de l'échantillon une ligne 

continue de prec~pitation est foon6e dans l e  contenant les anticorps (voir 

figure dans le texte, p .22). 

III PREPARATION DES IMMUNSERUMS , 

-* 
Des immunsbrums anti-salive de parotide et anti-fractions de mucus 

ont &te prgparbs chez des Lapins. 

0,2 b 0,5 mg de proteines sont dissous dans 0,25 m l  de sdrum 

physiologique. On  y aioute 0,25 ml  d'adjuvant de Freund complet. 

Ce mblange est reparti en 10 injections intradermiques abdo- 

minales. 

111. B - Jour 21 : 

Une injection intra-musculaire de 1 mg de protbines dissous 

dans 0,5 m l  de sérum physiologique auquel on ajoute 0,25 m f d'adjuvant de 

Freund complet. l 

Nouvelle injection de 1 mg identique b la pdc4dsnte. 

ill . D - Pr6lhvement effectué 10 iours aprh,? la derniara immunisa- 

tion - 

I V  GELS DE POLYACRYtAMiDE TECHNIQUE PAVES 11964) 

IV. A - ~ ~ ~ a r a l l l a ~ è  : \ 

Nous avons ut i  lisé un appareil pour 6 lectrophorhse en disque,, 
,' 

pouvant recevoir 16 tubes de 140 x 5,5 mm et pourvu d'un systéme de refroidis- 

rem en t (apparei f W ~ D E A  90). ;y@-; $5 (+. 

* WTW : Miss.-Techn. Wsrkst8tten , 
. , ". . < - ," . 1 . -  . " .  . - .+ < . .  , ,  - . c 



IV .  B - R6actifs: 

'IV. B1 : Solution pour les gels : 

Les quantités sont indiquees pour 100 m 1 de solution : 

1 HCI 1 N - 48,O ml 

Tr is  36 t6  g 

TEMED* 0,23 ml 

a Tétramé thyl6 thyl ène diamine 

2 Acrylamide 3oto 9 

Bisacry lamide o t 8  9 

Persu lfate d'ammonium ot14 s 
prbparb extemporanément 

H3P04 1 - M 25,6 m l  

Tris 5,7 s 

Acry lamide 

B isacry lamide 

Ribof lavine 

Sacc harose 

Toutes ces solutions sauf 3 et 7 peuvent être stock&es, b 4OC. 

IV. 82 : Solution stock d'6lectrolyte (pH 8,3) 

T r i s b  0 Q 
Glycines 28 t8  a 

IV. 83 : Colorant - DBccliorant 

Co [orant : Solution aqueuse de Coomassie 

Brillant Blue R [Gurr) b 1 g 
I - 

pour 100 m l  d'eau d6sionis4e : 1 vol. 

Acide trich lorac6tique b 12,5p.tCQ 19 vol. 



IV. C - Préparation des gels 

I V  .. t 1 : Gel  de separation (pH 9,s)  

Solution 1 1 vol 

Solution 2 

E$p Eau désionisée 
*q @2:&j Solution 3 

2 vol 

1 vol 

4 vol 

Le mélange est dégazé. 3 ml de ce m6lange sont introduits 

dans chaque tube en bvitant la formation de bulles d'air. Un peu d'eau désionisb 

est dépos6e délicatement b la surface du mdlange pour obtenir un menisque bien 

plat. La polym6risation s'effectue en 45 mm environ, Ci la temp6rature ambiante 

La pellicule d'eau est alors éliminée de la surface du gel b l'aide d'un papier 

f i  I tre. 

IV C 2 : Gel de concentration (pH 8,3) 

Solution 4 1 vol 

Solution 5 . 2 vol 

Solution 6 1 vol 

Solution 7 4 vol 

Le me lange est degazb. 1 ml de ce m6lange est CO ul4 au 

dessus du 1 er gel dans chacun des tubas. De la même façon que prbcédemment, 

un peu d'eau est ddposéeb la surface dw mblange, La prsiyrnérisatton s'effectue 

en init iant la réaction arec une lampe à UV. L'opbration dure 1/2 heure envi- 

ron. La pell icule d'eau est ensuite é limin4e. 

IV, D - D&p$ts des 4chantiltons : 

Le dkip$t est r&alisB de licatement b lu surface du gel de con- 

~entrat ion b I'aide d'une microseringue. Un peu dé poudre 'de Sephadex G 100 

est ajout6 au ddpôt pour augmenter sa densité. 

IV. E - Eletctrophorbse : 

Le tampon stock d'é lectrolyte est di'lué 10 fois avant emplol. 

O n  verse 500 ml de ce tampon dans la cuve infQrb ure de f 'apparsi 1, Les 

tubes de verre sont embol'tés dans les orifices ménages dans la cuve supérieure 



ajouté h la pipette Pasteur au-dessus du dépôt dans chaque tube. La cuve su- 

périeure est ensuite remplie avec 250' m l  de tampon auquel a é té ajout6 du 

bleu de Bromophénol (témoin de migration). Puis , la migration électro- 

phorétique est effecttube dti la cathodé veis. 1 ' anode ,- sous une intensité 

de 2 mA par tube jusqu'h ce que le témoin coloré a i t  atteint la partie inf6- 

rieure du gel (environ 4 h). 

IV. F - Fixation - Coloration -aDécoloration : 

Les gels sont enlev6s des tubes b l 'aide du jet d'une seringue 

remplie d'eau et recueill is dans des tubes que l'on remplit d'acide trichloracé- 

tique à 12,s p. 100. Les gels sont ainsi fixés pendant une heure, puis l'acide 

trichloracetique est remplacé par le colorant pendant une nuit. 

La décoloration estpbtenue par bains successifs dans l'acide 

trichloracétique b 12,5 p. 100. 

V CHROMATOGRAPHIE DE (;EL FILTRATION 

Au cours de notre travail, nous avons ete amenée b utiliser 

différents types de support : Sépharose 2 b - 4 B - 6 B, Sephadex G 200 

(Pharmacia) . Le choix de ces supports est orien té par la tai  l le  rnoléc"faire des 

protéides dont la s4paration doit etre effectuée. Les dimensions des colonnes 

varient en forrction du but de 1'6tude et  des quanfitds de préparation b chroma- 

tographier . 
Y. A - Tampon d'b lu tion : 

Tris 0,1 - M 

NaC I 0,2 M - 
aiustg b pH 8,O contenant O,Qep.l 00 d8a+Sde de- 
sodium. 

V. B - Fractions : 

Des fractions de 55 gouttes soit 3,2 ml, sont recyei ll ies su r 

un collecteur automatique de fractions (U ltrorac LKB). 

V. C - Lecture : 

Chacun des tubes correspondant au fractionnement est soumls 



h une lecture au spectrophotomhtre h 278 nm. Un repérage des oses combinés 

est realise par la rdactbn h l 'oreinol sulfurique à l'aide de la chaîne d'auto- 

analyseur Technicon (DEMAILLE et coll., 1965). 

V I  PREPARATION DE L'ECTEOLA-CELLULOSE 

L'Ecteola-cellulose ou Cellex E (Bio-Rad) utilise a une capacitd d'6- 

change de 0,33mEq pobr un lot et 0,5 mEq pour un autre Tot, par gramme 

d'échangeur sec. 

Avant le premier emploi de 1' échangeur di ion , il faut lu i  faire 

subir deux cycles complets de régénération*  es indications sont donn6es pour 

100 g dlEcteola-cellulose sèche. Un cycle de regénération comprend, dans 

I 'ordre : 

- lavage abondant b I'eau désionisée sur verre fr i t te 

- contact de 30 minutes avec 2 1 de N a O H  1 - N sous agitation 

douce dans un becher. 

- lavage abondant à I'eau désionisée sur verre fr i t te jusqu'b 

ce que le liquide de lavage soit à pH neutre (contrôle à la phénol-phtaleine) 

- contact de 30 minutes avec 2 1 d'HC 1 1 N sous agitation - 
douce dans un Mcher. L 

- lavage à I'eau disti Il4 qu'à obtention d'un pH neutre c 

liquide de lavage (contrâle avec I'h4liclnthine). 

L'Bchoi ngeur est ensuite 6quiiibl.6, par plusieurs lavages, Bans le 

tampon choisi. 

V l l  METHODES DE MISE EN EVI-ENCE D'ACTIVITE ENZYMATIQUE 

VII. A - Repdrage d'une act ivî td sp4,clfique de I'omylasfsr r 
\ 

Le repemgje d'une açt iv i tb umylasique dans les fractiens d'u 

4 I ~ p t  chromatographique est ~ f f e e t u é  suivant la technique ~~*BERNFELD (1955). I 
VI1 . A 1 .ploactîfo : 

- Substrat : 1 g d'amidon solqble (Merck) est dissoc 

dans 100 m l  de tampon phosphate 0,02 M - de pH 6,9  0,0067 - M en MaCI. 

+ ap&s obmpat ~4llisartion un seul CYE.I~ $e &i(Jgn4tutio~, wt ~ t 6 ~ e s a i r ~ 1 ,  
,. .. ~ ?S. ,,-- T , ~  ' , t! -. .. * n  , a , .  - \  *- > L A . %  . . 



- 1 g d'acide 3-3 dinitrosalicylique est dissous a ia 

temp6rature du laboratoire dans 20 m l  de N a 0  H 2 - N + 50 ml  d'H20. O n  

ajoute 30 g de tartrate de N a  et de K et on compl8te b 100 ml  avec de l'eau 

d6sionide. Cette solution doit être prot6gee du C o 2 .  

VI1 . A 2 : Mode operatoire : 

1 ml  d'une fraction de 1161uat chromatogr aphique 

convenablement dilue (au 1/5 en g6n6ral) est incubd pendant 3 minutes b 20°C 

avec 1 m l  de la solution de substrat. La &action enzymatique est interrompus 

par l 'addition de 2 m l  de r6actif b l 'acide 3-5 dinitrosalicylique. Le tube conte- 

nant le  m6 lange est port6 au bain marie boui'llant pendant 3 minutes puis re- 

froidi sous eau courante. Aprés addition de 2 0  ml  d'eau, la densit6 optique 

de la solution contenant le produit brun de rbduction (dans le cas de rdaction 

positive) est determinde au spectrophotom8tre b 54 O nm. Un blanc est prépar4 1 
de la même maniére sans enzyme .La densitd optique correspondant b chqque 

tube est report6e sur le  diagramme d'6lution. 

VI1 . B - Mi re  en Bvidence des amylases apres d lectrophoréra ou immu- ~ 
noélectrophor8se en lame ou en plaque : (Technique de ~ 

1 

HIRSCH-MARIE et coll., 1964) , 

Vil  . 0 f : Substrat : 

Le szfosrrat est de tCsrnpois d'amidon: 1 + - amidon solubls Merck 5 g 

- Tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 +. 

q,s.p. 1GO m l  
\ 

II faut chauffer Ibg&remant pour arriver b dlsroudre 1 
l'amidon puis on laisse refroidf r. Le p î j  du substrat est amen# entra 6'8 et 

VI! . B 2 : Incubation : 

Les lames et les plaques lavies et dchées, selon Ia 

technique habituel1 e sont immergees dans le substrat, durant 5 heures b las 

température ambiante. II est n6cerraire de remuer les lamer et les plaques fré- 

quemment durant l'incubation . 



A fa sortie du bain, on effectue un lavage rapide 

mais soigneux dans l'eau faiblement tamponnhe à pH 6,8 ; la f ixat ion et lu 

rdvdlafîon sont rc5afis6es dans la solution suivante : 

alcool 4thyliqua 50° 94 m l  

acide acB tiqua 5 m l  

solution iodde N/100 1 m l  

(Lugo 1) 

La zone de digestion de l'amidon par l'amylase ap- 

parah eri c lair  sur un fond bleu foncb. La coloration du fond de la.plaque ou 

de la lame disparaît au bout de quelques heures. 

VI 1 .  C - Mise en Bvidence des amylases après 6 lectrophor&se en gel  

Aprbs la migration bfe-ctrophor6tique le ge l  est mis en contact 

avec une plaque d'agar-amidon dont la prdparation est la suivante : 

O n  mdlange : 1 g d'agar (special Agcrr noble Difco) 

500 mg d'amidon soluble (Merck) 

10 m l de tampon phosphate O, 1 - M NaC I O, 1 - M 
pH 489 

O n  compi&te b 100 m l  av&c de t'eau ddrionis4s. Aptas dis- 

sôlution à chaudl 40 m i  du mB longe sont coulés dans un moule de dimensions 

6 x 13 cm (4puissaur du gel environ 5 mm). Larsque le n4 ton* est g(éSff!aS, 

on mqt en contact le gel da p a l y a c r y b i d e  avec ce gel d'amidon. Apres 1 

h I f  minute8 tt tcimp4rahrrc ambiante. le gel est snlsvd da la plaqus~. La rJ- 
I 

vdlation est effactvéa en Imeergsont la plaque daac urie rolutian d'la& N/1M) 

pendon t 15 ràconder. k ' rxe l r  d'$ode ht mruite 4 Elmin4 tous eau sburank. . , 

Lès-zanes de 'dlgstiion due& a l'Lmy late sant c tains sui un ldhd bleu fan#. 

phorçtoa ou immun4 !ee trcpho&si~r (URIE L, 1961) I 

VI1 . D 1 : Rchactifs: 

-',..,, ,. .<: p,!L.;.7 .,,r -...,,. .,' 7- . .1 : .~ .  ,,,- i;;.~r~\l:p'P'iYII. D. 1 ,a Bain. ae lavage. 
,,. :. ' ,  .>A., .,,., . ,.." r, ,*,, <,* :::::<& l 



- solution de borate de N a  : 

803H3 
NaOH 1 Id - 
H 2 0  q.s.p. 

Pr6paration du bain de lavage b pH 8,O : I 
m6 langer : 57,5 ml de la solution prdcedente de borate 

de N a  

VII-. D. 1 . b: Réactif uti lis6 pour la coloration. 

5 mg de p naphtyl acetate (Sigma) sont ajoutés à 0,5ml 

de PJ-N' dimg thyl formamide (Carlo Erba) - Mdlanger et ajouter 25 ml de tampon 
I 

phosphateo, 0 0 5 ~  de pH 7,4. Agiter et f i l trer - Ajouter 10 mg de Diazoblue B - 
(Sigma). 

VI1 . D 2 : Protocole : 

VI1 . D 2 a : Lavage: 

- Pour les électrophorèses simples 1/2 

heure dans le bain de lavage. 

les immun06 lectrophorhses ( 1 ou r I 
1 

dimensions], les lames ou plaques sont luv6es 3 jours en changeant 2 fois par 

jour le bain de Ilavage, 1 

Vil , D 2 b : Calorution - Fixation o 

Incuber donr le t(&ttf ou,moinr 112 h e u r .  

b 3T°Cj ler e$*4rases sont  r(lv&l4er par une oofcrciflon rose brwi. F i u r  une nuit 
1 

&.s OkoicSlt~ a ~ ~ r 4 H g j l ~ r s  4 2 p*  )W. , 
1 I 

\ ,  

Vf I l  PREPARATION DE SEPHAROSE COUPLE A LA TRYPSINE (Technique de 

CHAUVET et coll,, 1972) 

V l l l ,  A. Activation du Sepharose par le bromure ds cyanogbne . 
Du Sepharase 4 B activ6 par le bromure de cyanogèrne 

est commercia lis6 par Pharmacia. Cependant, il est possible d'effectuer trBs fa- 

erf letnaat cette .~rpdr@ion dka t i va tkn  du Saphamse 8 
" ,  '* C , d , . . - 1 ,  . ,* d ,* 



15 ml -de Sepharose 4 0 (Pharmacia) sont f i  ltrds sur 

un verre fri ttd, lavés par de l'eau et remis en suspension dans 410 ml d'eau. 

2 g de bromure de cyanogbne sont dissous dans 3 ml 

d'eau et ajoutés au Sepharose. 

Le pH est immédiatement ajustd b 11 avec 

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

VI1 1 . B Couplage avec la ,trypsine 

Aprhs filtration sur verre fritté, le Sepharose active 

est rapidement lavé avec 1 litre d'eau froide (4OC) et par le même volume d'un 

tampon borate de sodium 0,05 M, - de pH 9,O également b 4OC. Le Sephai-ose active 

est mis en suspension dans 20 m l  de tampon borate et 300 mg de trypsine (Laboratoire 

Industriel de Biologie) dissous dans 5 ml du même tampon contenant 0,01 M - CaCI2 

sont rapidement ajout6s ; le m6 lange est laissé b 4OC pendant 18 heures. Puis le Sepha* 
e 

rose-trypsine est lav6 par 1 litre de tampon borate 0,05 M - de pH 9,O contenant 0,3 

Vl l l  . C. Préparation de la colonne 

Une colonne de 1 x 18 cm est préparee et 4qui librde 

dans un tampon O, 1 - M en acetate de pH 4, O contenant 0,3 - hl NaCl et 0,01 M - 
CaCI2. Le lavage de la colonne doit être poursuivi jusqu'b absence totale d'act iviH 

trypsjque dans I'e Ffluen t (au moins 400 m 1). 

V l l l  . B.Chromatographie 

L'echanti Iton b deposer est dissous dans 2 m l  de tampon 

acétate 0.1 - M de pH 4,O contenant 0,3 M - NaCI et 0,01 - M CoCf2 etd6por4 sur 

fa colonne. Le lavage de la colonne par ce meme tampon permet da recueil l ir le 
rnatdriel non fixa sur la trypsine. Le passage d'un tampon actif. 0.1 - N HCbOf5 - M - 

NaC 1,0,01 - M CoCI2 de pH 1,2 permet d'éluer las constitwnts qui ont Bt6 retenus. 

Cette fraction est immédiatement neutralisbe par dialyse contra un tampon 6, 1 - M 

fris 0,2 M - NaCl  de pH 8,O. 
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