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L'étude biochimique des sécrétions bronchiques 

humaines ne s 'es t  adressée jusqu'à présent qu'aux états dlhypersécré - 
tion qui représentent toujours une anomalie pathologique de la fonction - 
muco-sécrétoire (bronchite chronique, mucoviscidose, , , ). C'es t  ainsi  

qu'un certain nombre d'éléments de composition ou de structure carac- 

téristiques de la sécrétion trachéo-bronchique ont pu etre définis à p a r -  

t i r  d'hypersécrétions bronchiques c h r ~ n i q u e s ,  

La sécrétion physiologique e s t  normalement déglu- 

tie et ne peut donc pas é t re  recueillie, 

Des lavages bronchiques réal isés dans dds zones 

macroscopiquement saines ne permettent que de recueillir  que de t r è s  

faibles quantités d'une sécrétion qui pourrait éventuellement s e rv i r  d lé  - 
lément de référence, 

L'examen macroscopique d'une expectoration per  - 
met de distinguer plusieurs phases, L'addition de t ro is  volumes de s é -  

rum physiologique à une expectoration fraîchement émise,permet après  

vingt minutes d'agitation douce d'obtenir par  centrifugation t ro i s  part ies 

distinctes : 



1) une phase superficielle d'épaisseur variable, douée de pro-  

priétés tensio-actives, 

2 )  une phase aqueuse contenant des composants solubles dans 

l'eau, 

3) et enfin, une phase fibrillaire recueillie au fond du tube de 

centrifugation, 

L'expectoration broncliique apparaît donc hétéro- 

. gène. 

La phase superficielle s e  caractérise pa r  s e s  pro- 

priétés tensio-actives et par  la facilité avec laquelle elle donne une ltmol 

se1 '  par  simple agitation. Elle contient notamment une dipalmitoyl- 

lecithine (WAREMBOURG et Coll, , 1 9  68) en tous p o i ~ t s  semblables à 

celle décrite par ABRAMS et TAYLOR (1064);  ABRAMS (1966);  F INLEU 

et Coll. (1966 et 1968) ;  HARLAN et Coll, (1966) et MORGAN e t  Coll, 

(1965) et qui es t  considérée comme l'un des éléments essentiel  du s u r -  - 
factant alvéolaire. 

La phase aqueuse de l'expectoration représente  un 

extrait des constituants hydrosolubles de l'expectoration, 

Elle renferme de nombreux composants apparen- 

tés  aux protéines et glycoprotéines du sé rum humain, L'étude immuno- 

électrophorétique (BISERTE et  Coll. 1963)  ; (MAURER, 1968) ; (RYLEY 

1970)  ; (BROGAN et Coll. 1971)  permet de caractér iser  la présence de 

sé rum albumine, d'orosomucoide, d ' d l  anti-trypsine, dlhaptoglobine, de 

transferrine,  dlhémopexine, de la  fraction C '3  du complément et d ' im- 

munoglobines telles que les  Ig A et les Ig G. Les coricentrations des 



constituants protéiques de la partie soluble de la sécrétion bronchique 

peuvent ê t re  déterminées assez  exactement (RYLEY et  BROGAN, 19 68) 

et sont variables d'une sécrétion à l 'autre,  La phase aqueuse de  l'expec - 
toration renferme aussi  de 1' 4, antichymotr'2psine (RYLEY e t  BROGAN, 

1973), une amylase antigéniquement analogue à l 'amylase sal ivaire (BI - 
SERTE et Coll, 1963) qui a aussi été retrouvée dans des prélèvements 

endobronchiques (LAINE et M Y E  M, 1 97 6). 

D'autre part, la présence de plusieurs protéines 

d'origine non plasmatique au sein de la part ie  soluble du mucus es t  r ap -  

portée par RYLEY (1 972). On y trouve du lysozyme (LORENZ et Coll. , 

1957), un constituant mis en évidence par BISERTE et  Coll, (1963) et  qui 

es t  antigéniquement analogue à la lactotransferrine (MONTREUIL et Coll, 

1960), des Ig A sécrétoires (MASSON et HEREMANS, 19661, une pero- 

xydase (SLOWEY et Coll, , 1968), une protéine précipitable p a r  les  ions 

calcium et la présence de quatre à cinq protéines de nature inconnue 

(RYLEY, 1972). 

D'autres enzymes,tels que des protéases et des 

exoenzymes d'origine cellulaire et bactérienne,sont également mis en 

évidence dans cette phase soluble (LIEBERMAN et KORNICK, 1964) ; 

(LIEBERMAN et  Coll. , 1965); (SCHULTZE et  HEREMANS, 19 66). 

La phase fibrillaire, insoluble dans l 'eau, représen 

te la  partie organisée de llexpectoration, Au sein de cette s t ructure  fi- 

brillaire s e  trouvent des éléments cellulaires, (des polynucléaires notam - 

ment. . . ). Cette structure comprend trois  systèr$s de f ibres visualisées 

en microscopie électronique et classées selon leur richesse en acides 

dexosyribonucléiques, en "polysaccharides l l ,  et en protéines (WHITE et  

coll., 1954). L'architecture microfibrillaire est  confirmée p a r  les  études 



en microscopie optique de BISERTE et Coll. (1963) et de BURGI (1964), 

Les fibres, insolubles dans l 'eau, ne peuvent mi-  

g r e r  s u r  les  supports d'électrophorèse de zone et précipitent a u  point 

de dépot, En conséquence, l'étude de la nature des composants impli- 

qués dans la structure des réseaux fibrillaires d'une expectoration ne 

peut e t re  effectuée qu'après dégradation suffisante de l 'architecture 

fibrillair e ,  

Pour désagréger et solubiliser le  réseau de fibril- 

l e s  bronchiques, on peut employer deux sor tes  de substances agissant 

s u r  des liaisons covalentes : les  enzymes protéolytiques telle que la 

pepsine (BROGAN, 1959) ou la papaine et la  pronase (DEGAND et Coll, 

1974) et l e s  agents réducteurs comme le mercaptoéthanol (GERNEZ - 
RIEUX et  Coll, , 1964), qui rompent les ponts disulfure des protéines, 

Ces agents l~mucolytiquesll ont une action plus puissante et plus complè- 

t e  que cel le des agents de rupture des liaisons non c o v a l e ~ t e s  intéressées 

dans les  structures quaternaire et  ter t ia i re  des protéines e t  glycoprotéi- 

nes (modification de pH, de force ionique, action d'agents complexants 

t e l  que llEDTA, solution d'urée à forte concentration),qui dépolymérisent 

ou désorganisent insuffisamment le gel pour permettre facilement l lé tu-  

de et la purification des produits libérés, L. 

Depuis 19 68, dans notre laboratoire, d ivers  protoco-- 

l es  de fractionnement ont été successivement appliqués aux produits de 

réduction du mucus fibrillaire de l'expectoration. Les mucines bronchi- 

ques peuvent e t re  isolées su r  la base de leur poids moléculaire e t  de l eur  

caractgre polyanionique plus ou moins marqué, Ainsi ont été utilisées, 

l 'électrophorèse préparative en film liquide à haut voltage (N[AVEZ et  

Coll. , 19 69, a),  l a  précipitation au voisinage du point isoélectrique 



(HAVEZ et Coll. , 1969, b) ,  la chromatographie de gel  filtration s u r  

colonne de Sépharose (ROUSSEL et Coll, , 1971), l a  chromatographie 

d'échange d'ions s u r  colonne dlEcteola-Cellulose (ROUSSEL et  Coll, , 

1972). Mais aucune de ces  techniques prise isolément ne permet  une 

préparation de mucines bronchiques totalement débarrassée des  p ro-  

téines de sécrétion, 

Divers couplages de ces  méthodes de fractionne- 

ment appliquées à l'étude de sécrétions individuelles ont amené DEGAND 

(1972) à retenir  l'utilisation combinée de la chromatographie d'échange 

ionique s u r  Ecteola-Cellulose et de la chromatographie de g e l  filtration 

s u r  Sépharose pour préparer  les mucines bronchiques, Les progrès 

réal isés dans la  purification des mucifies ont été guidés par l'étude de  

la composition en acides aminds qui a montré un enricl-iissement progres -. 

sif en hydroxy-amino-acides dont l 'importance est assez caractérist ique 

des mucines. 

La chromatographie d'échange ionique s u r  Ecteola- 

Cellulose permet un fractionnement des mucines bronchiques, fondé 

s u r  leur caractère  anionique plus ou moins marqué, Les différentes 

c lasses  de mucines (DEGAND, 1972) ; (HAVEZ et Coll., 1973) sont ho- 

mogènes en électrophorèse en agarose et en chromatographie de gel f i l -  

tration, 

L'ultracentrifugation (DEGAND e t  Coll, , 1973) a 

permis  de confirmer l'homogénéité des préparations obtenues et de p ré -  

c i s e r  les valeurs des coefficients de sédimentation d'une fucomucine 

O. w de 10 ,85  s et masse  moléculaire Mo de 600. 000 daltons). 
20 w 

L'étude de la  composition chimique des différentes 

c lasses  de mucines (DEGAND, 1972) montre que la partie polypeptidique 



possède un certain nombre de caractères  essentiels : 

- richesse en thréonine e t  en sér ine  qui représentent d e  35 à 45 % 

des acides aminés dosés, 

- richesse en proline, alanine e t  glycocolle. 

Ces  cinq acides aminés représentent environ 75 9'' des résidus d'acides 

aminés impliqués dans la structure du squelette polypeptidique, 

De plus, à l'homogénéité de composition de l 'axe 

polypeptidique des mucines bronchiques s'oppose la  grande variabilité 

de composition glucidique. En effet, les  mucines bronchiques renfer-  

ment de 75 à 85 de glucides combinés cornprenant du fucose, du galac 

tose ,  de la N -acétyl-galactosamine et  de la N -acétyl-glucosamine. C e r  

taines contiennent en plus de l'acide N-acétyl-neuraminique et des grou 

pements sulfate, Les variations de composition de la partie glycanniquf 

ont amené DEGAND (1972) et H A V E Z  et Coll. (1973) à retenir  une c las .  

sification des mucines bronchiques en trois groupes en fonction des t ro  

variables représentées respectivement par l e  fucose, l 'acide N-acétyl- 

neuraminique et l e s  groupes sulfate, 

1) les  fucomucines correspondent à des glycoprotéines dont u 

partie de la  structure des glycannes es t  génétiquement déterminée 
/ '  

p a r  le caractGre sécré teur  (groupe Lewis) et par  le groupe'sanguin 

(A, B, O) du sujet, Elles renferment de 15 à 2 0  y0 de fucose, Cepe. 

dant, de t r è s  faibles quantités d'acide N-acétyl-neuraminique et de 

sulfate peuvent ê t re  trouvées dans- ces mucines, 

2)  les  sialomucines sont riches en acide N -acétyl-neuraminic 

aisément clivable par l'action des  neuraminidases (HAVEZ et Coll. 

1973). L'étude de leur composition démontre cependant l eur  ca r ac -  

t è r e  hybride puisqu'elles contiennent auss i  des groupements sulfatc 



3) Les sulfomucines possèdent toujours un caractère  électro-  

négatif beaucoup plus marqué que les sialomucines, Elles sont in-  

sensibles à l'action des neuraminidases, Dans leur composition 

caractérisée p;r un taux plus faible d'acide sialique et de fucose, 

la teneur en groupements sulfate es t  toujours t r è s  élevée, 

Les mucines bronchiques comportent de s  c h a h e  s 

glycanniques rel iées au squelette polypeptidique par des liaisons alcali  - 
labiles formées entre l e s  groupements hydroxylés de la sérine et de la 

thréonine et un résidu de N-acétyl-galactosamine (HAVEZ et  Coll, , 

1969 b) ; (DEGAND, 1972). 

L'hétérogénéité des différentes muches  bronchiqiles 

isolées de l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique 

es t  t r è s  marquée. Dans d'autres sécrétions pathologiques, cet te  hétéro- 

généité n'est pas aussi  marquée,puisque dans les  cancers bronchiolo- 

alvéolaires, on trouve principalement des mucines neutres (ASSEL4IN 

et Coll, 1968) et dans la mucoviscidose, on isole surtout des mucines 

acides (ROUSSEL et Coll, , 1 9  68) ; (LAMBLIN e t  Coll. , 1 972), contenant 

à la fois des résidus d'acide N-acétyl-neuraminique e t  des groupements 

sulfate. (ROUSSEL et Coll, , 1972). 

D'autre part ,  ROUSSEL et Coll, (1975) ont montré 

qu'il existait une hétérogénéité des glycannes au sein d'un même grou- 

pe de mucines : par exemple dans l es  mucines sulfatees sécré tées  au 

cours de la mucoviscidose, la longueur moyenne des chaînes glycanni- 

ques augmente avec le degré de sulfatation, 

Les études histochimiques réal isées s u r  des  biop- 

s i e s  de muqueuses bronchiques humaines ont auss i  permis de mettre en 



évidence une hétérogénéité au niveau des cellules qui synthétisent l es  mu- 

cines bronchiques. 

Trois  types ~ e l l u l a i r e ~ ~ p a r t i c i p e n t  à l 'élaboration 

du mucus : 

1) au niveau de l'épithélium de surface, les cellules caliciformes 

dont la moitié apicale renferme des l 'boulesl '  de mucigène, 

2)  les cellules muqueuses des glandes muqueuses qui contiennent 

de nombreuses ' lboulesw de mucigène, 

3)  les  cellules séreuses  des glandes séreuses  e t  des glandes mixtes 

(croissant de GLANUZZI) qui présentent dans leur cytoplasme 

de nombreuses granulations sécrétoii-es, 1 

La présence de mucus et  de glycoprotéines au n i v e a ~  

cellulaire a pu e t re  mise en évidence au moyen de colorations spécifiques 

ainsi,  le réactif de Schiff, après oxydation periodiqiie, colore i n t e ~ s é  - 
ment les  cellules caliciformes et l e s  cellules muqueuses, L'utilisation 

du Bleu alcian à différents pH permet de localiser e t  de différencier les 

sialomucines e t  l e s  sulfomucines. 

D'autre part, l a  présence de glycoprotéines ayant 

une activité de groupe sanguin est  mise en évidence dans l e s  cellules 

caliciformes et l e s  glandes muqueuses (SZULMAN, 1960). En 1967, 

HAVEZ et Coll, démontrent qu'il existe un p r o c e s u s  actif de sulfata- 

tion au niveau des cellules caliciformes e t  des cellules sé reuses  des 

glandes mixtes, 

LAMB (1968), LAMB et  REID (1968) et  REID (1 974) 



associent l'action d'enzymes (neuraminidase, , . ) et l es  colorations spé - 
cifiques des glycoprotéines et démontrent que les  cellules responsables 

de l a  synthèse des glycoprotéines acides (sialomucines et s u ~ o m u c i n e s )  

peuvent ê t re  individlialisées en plusieurs types, 

REID et De HALLER (1 967) montrent a p r è s  une étu - 
de histochiinique que la production des mucines bronchiques acides var ie  

avec llâge,puisque seules des mucines sulfatées sont synthétisées chez 

le foetus et le nouveau-né, 

Il  existe donc à la fois une hétérogénéité des  muci- 

nes bronchiques sécré tées  et des cellules responsables de l eur  produc- 

tion, De plus, le lieu de synthèse des différentes mucines n ' es t  pas en-  

core connu de façon définitive, 

Les travaux biochimiques antérieurs ont donc p e r -  

mis de démontrer l'hétérogénéité de s muc ines bronchiques qui peuvent 

e t re  isolées de sécrétions pathologiques individuelles et méme,  au sein 

d'un type de molécules déterminé, l'hétérogénéité des cha?nes glycanni- 

ques l iées au squelette polypeptidique. 

L 

Parallèlement, des travaux histochimiques ont per - 
mis de constater l'hétérogénéité des cellules bronchiques qui peuvent etrt 

impliquées dans la synthèse des mucines. 

Cependant, les "retombéestt  de ces  différents t r a -  

vaux, en ce qui concerne le diagnostic ou le pronostic des bronchopa- 

thies humaines, sont encore t r è s  parcellaires et  justifient, si besoin 

était, la poursuite d'une étude fondamentale des mucines bronchiques et  

des cellules qui les  synthétisent, 



En fonction de ces  données, nous avons recherché 

dans notre travail,  la réalisation de plusieurs objectifs : 

Dans la première partie,  nous avons cherché à préc i se r  l a  

définition biochimique des différentes c lasses  de mucines bronchiques 

isolées de sécrétions pathologiques et à trouver des éléments de réfé-  

rence se  rapprochant de la  sécrétion physiologique humaine. 

Dans la seconde partie,  nous avons étudié les  propriétés 

antigéniques de certaines classes de mucines dans l 'espoir d'arrlélio- 

r e r  encore cette classification des înucines, 

Dans la troisième partie,  nous avons utilisé un cer ta in  iiom- 

b re  de lectines pour essayer  d 'aff irmer la définition des différents ty -  

pes de mucines et éventuellement, d'établir des corrélations en t re  l e s  

molécules sécré tées  et les  cellules qui les  synthétisent, 



P R E M I E R E  P A R T I E  ------------------ 

DEFINITION DES MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
& 
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La classification des mucines bronchiques humaines 

utilisée par DEGAND (1972) e t  HAVEZ et Coll, (1973) est  fondée s u r  la 

variation de t ro is  paramètres : fucose, acide N-acétyl-neuraminique et 

groupements sulfate contenus dans l es  c h a k e s  glyc anniyues des  mucines 

isolées du mucus fibrillaire, 

Dans une première étape, l'étude de l 'hétérogénéité 

des mucines bronchiques a été poursuivie s u r  des mucines isolées de 

l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique ( 3  de  groupe 

sanguin O et 2 de groupe sanguin A), par  un protocole de fractionnemellC 

utilisant la chromatographie s u r  Ecteola-Cellulose et  la gel filtration 

s u r  Sepharose et différant légèrement de celui qui a été préconisé par 

DEGAND (1972). 

Nous avons cherché à déterminer s i  l e s  c lasses  

de mucines différaient seulement les unes des autres  par les  proportions 

de fucose, d'acide sialique ou de groupements sulfate, éléments considé - 
r é s  comme ayant généralement une situation périphérique s u r  les  cha'î- 

nes glycanniques, et si l'étlide de leur composition chimique permettait  

de dégager certaines informations concernant la partie plus interne 



des ch2mes glycanniques. 

P a r  ailleurs, si l'étude de la  composition en acides 

aminés des mucines semble en faveur du caractère monomorphe de leur 

axe polypeptidique, un problème important demeure : celui de la présen- 

ce  et éventuellement du r61e de l e  cystéine dans leur structuration, 

Après réduction du mucus fibrillaire par  le  mercaptoi 
1 
l 

éthanol e t  blocage des thiols libres par  l'iodo- acétamide marquée, 

HAVEZ et Coll. (1973) ont démontré qu'il n'y avait pratiquement pas de 

radioactivité fixée s u r  l e s  mucines, P l u s  récemment, ROBERTS (1 974); 

par des expériences analogues, a montré que la cystéine existait en quan- 

tité faible et variable d'une préparation de mucine à l 'autre,  11 a meme 

proposé différents schémas de structures des mucines fondés s u r  la p r é -  

sence de ponts disulfure (1 97 6). 

Nous avons ainsi été amené à préciser  l e  taux de 

cystéine des mucines et  à vérifier si cet acide aminé jouait un r6le dans 

la structure des molécules isolées, 

Dans une deuxième étape, nous avons essayé d1ob- 1 
tenir à par t i r  de lavages bronchiques réal isés dans des zones d/e la mu-  1 
queuse macroscopiquement saines, des mucines pouvant éventuellement I 
s e rv i r  d1é16ments de référence pour l es  différentes classes de mucines 1 

1 
bronchiques isolées de l'expectoration, c lest -à-dire, de sécrét ions bron - 1 
chiques pathologiques, 1 



R E S U L T A T S  - - - - - - - - - - -  



1 - ETUDE DES MUCINES ISOLEES DANS LEC MUCUS BRONCHIQUE DE - 

MALADES ADULTES ATTEINTS DE BRONCHITE CHRONIQUE 

A - PREPARATION DES MUCINES : ------------------------ 

1) Réduction du mucus fibrillaire : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le mucus bronchique fibrillaire est prépare à pa r  - 
t i r  dtexpectorations de malades atteints de bronchite chronique. Aprè: 

réduction par  le mercapto-éthanol pendant 4 h à 37"C, on obtient 

une fraction adialysable de mucus fibrillaire réduit dont l e  pourcen - 

tage obtenu pour chaque sécrétion est indiqué dans le tableau 1. Le 

rendement par rapport au mucus fibrillaire est  de 61 e t  69 O/O chez 

les  2 sujets de groupe sanguin A (WAS. . . et  VAN. . . ) et  environ de 
i 

45 OJo pour les  3 sujets de groupe sanguin H (MAR.. . , BLA..  . et  

PRO,.  . ), Les mucines sont ensuite préparées à part ir  du  mucus f i -  

bri l laire réduit, par  différentes étapes chromatographiques, 

2 )  Chromatographie d'échange ionique s u r  Ecteola-cellulose : l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les mucus réduits sont soumis à une chromatogra-  

phie s u r  colonne dtEcteola-cellulose équilibrée dans une solution de 

chlorure de sodium O, 1 M et éluée par des solutions de molarité c ro i  - -i 
sante en chlorure de sodium, La chromatographie s u r  colonnes 1 

l 

dtEcteola-cellulose permet ainsi  de sépare r  t rois  fractions conte- l 
nant chacune des mucines, 1 



TABLEAU I : Rendements de la fraction adialysable d mucus reduit et des différentes classes de mucines 
obtenues après fractionnement du fibriiiaire de cinq malades atteints de bronchite chro- 
nique, K" 

Ces rendements sont exprimés en ntages par rapport au mucus fibrilïaire non reduit, 

MALADES 

MAR.. . 

B1.A.. . 

PRO., • 

WAS.. . 

VAN..  . 
I 

mucus 
fibrillaire 

1 3 , 7 g  

6 4 , 5 g  

1 7 , Z g  

1 0  g 

1 0  g 

fraction 
adialysa - 
ble du m.u 
cus réduxt 

4 5 , 2 5 %  

45,2770 

4 4 , 9 0 %  

69,007'0 

61,OO % 

A l  

1,637'0 

0 , 0 5 %  

0 ,3870  

7,107'0 

4 ,30  % 

Bb 

1 , 7 9  7'0 

O, 41 7'0 

1 , 0 7  % 

2, 68 7'0 

1 , 7 9  7'0 

Total 

5,31 70 

1 , 7 3  % 

4,19 % 

1 O, 84 7'0 

6,92 7'0 

M U C I N E S  

C 3  b 

O, 23 70 

C l  b 

1 , 1 8  % 

O, 75 % 

1 , O O  % 

O, 34 7'0 

O, 23 % 

C2 b 

O, 4% 7'0 

O, 52 % 

1 , 7 4  70 

O, 72 % 

O, 60 % 



Dans l'expectoration des trois sujets de groupe 

sanguin O, (le fractionnement du mucus réduit de MAR.. . s u r  C O -  

lonne dlEcteola-cellulose es t  représenté s u r  la  fig. I ) ,  l a  solution 

de chlorure de sodium O, 1 M permet dléluer une fraction A j fig, 1) - 

représentant respectivement 12,  O (MAR.. . ), 6 , 3  (BLA.. . ) et 6 , 7  0/o 

(PRO. . , ) du mucus fibrillaire initial, La  solution de chlorure de so -  

dium O, 1 M contenant de l'acide cl~lorhydrique 0, 01 M permet d'élu- - - 
e r  une fraction B (fig. 1) qui représente 3 , 7  (MAR.. . ), 4, 3  (BIR,. . ) 
et 4, 6 Yo (PRO.. . ) du mucus initial, La colonne es t  alors éluée par  

une solution de chlorure de sodium 0, 7  hl contenant de l 'acide chlo- - 
rhydrique 0, 01 - M , on obtient ainsi une fraction C (fig. 1) représen-  

tant respectivement 5 ,7  (NLAR.. .), 9 , l  (BIA., . )  et  6,7 % (PRO.. , ) 

du mucus fibrillaire initial, 

Un protocole de fractionnement sensiblement identi- 

que es t  appliqué aux mucus des 2  sujets de groupe sanguin A,  La 

plus grande partie des mucines ne sont pas retenues s u r  l a  coloni~e 

et sont éluées par la  solution de chlorure de sodium O, 1 M. Cette - 
fraction A représente respectivement 2 7 , l  (WAS.. . ), et 24,9 70 
(VAN.. . ) du mucus fibrillaire initial. Une fraction B es t  éluée par  

la  solution de chlorure de sodium O, 1 M contenant de l 'acide chlo- - 
rhydrique 0,01 - M ; elle représente 5 % du mucus fibrillaire initial 

dans les 2  sécrétions (VAN. . . et WAS.. . ). Une dernière fraction C 

es t  éluée par la solution de chlorure de sodium 0 , 4  M contenant de - 
l'acide chlorhydrique 0, 01 - M ; il s'agit d'une fraction mineure r e  - 
présentant 3, 8 % (WAS. . . ) et  3 , 7  '$J (VAN, . . ) du mucus fibrillaire 

initial. 

Ce fractionnement s u r  E cteola -cellulose fondé s u r  

les différences de point isoélectrique permet donc d'obtenir à par t i r  

de chaque secrétion trois  fractions r iches en oses  combinés qui sont 

ensuite dialysées et lyophilisées, 





3) Purification des fractions A par chromatographie de gel-  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
filtration s u r  Sepharose et d'échange ionique s u r  carboxy-méthyl- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
cellulose : - - - - - - - -  

Toutes les fractions A sont soumi-ses à une chro-  

matographie de gel-filtration s u r  une colonne de Sepilarose 2 B 6 -  

quilibrée et éluée dans le tampon Tris-HC]. O, 1 - M de pH 8, O conte - 
nant du chlorure de sodium 0,2 - M. On peut ainsi séparer  les  muci- 

nes d'un contaminant de haut poids moléculaire exclu de la colonne 

La fraction dont l'élution est  retardée e t  qui con- 

tient les  mucines es t  dialysée e t  lyophilisée, On la soumet ensuite 

à m e  chromatographie de gel-filtration s u r  colonne de Sepharose 

6B dans le meme tampon, On sépare  ainsi les  mucines de plusieurs 

constituants de poids mol.éculaire plus faible absorbant la  lumière 

ultra -violette à 278 nm (fig. 1 ), 

Les mucines préparées par chromatographie s u r  

Sepharose 6 B sont enfin purifiées par chromatographie s u r  une co-  

lonne de carboxy-méthylcellulose équilibrée et  éluée dans un tam- 

pon acétate de sodium 0, 01 - M de pH 5, 5. L'importance de cette é ta-  

pe chromatographique es t  étudiée dans l a  deuxième part ie  de ce t r a -  

vail, Les mucines ainsi purifiées sont appelées A l  et  l e s  rendements 

obtenus par rapport au mucus fibrillaire initial sont résumés  dans 

le tableau 1, 

4) Purification des fractions B par  chfimatographie de gel- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
filtration s u r  Sepharose 4 B : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Toutes les fractions B sont purifiées s u r  une colon - 
ne de Sepharose 4 B équilibrée et  éluée dans le tampon Tris-HC1 



0 , l  - M de pH 8, O contenant du chlorure de sodium 0, 2 - M, On obtient 

ainsi des mucines Bb, qui ont une élution légèrement re tardée  (fig.i), 

débarassees de contaminants de haut poids moléculaire exclus de la 1 
colonne et de composants de poids moléculaire plus faible dont l1élu-  ! 
tion est t r è s  retardée,  La proportion de chaque inucine Bb isolée 

à part ir  des sécrétions individuelles es t  indiquée dans le  tableau 1. 

5) Chromatographie des fractions C s u r  Ecteola -Cellulose : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les fractions C sont soumises à une chromatogra-  

phie s u r  colonne dtEcteola-cellulose équilibrée dans une solution de 

chlorure de sodium O, 1 - M contenant de l 'acide chlorhydrique 0,OIM - 

L161ution est  réalisée, soit à l 'aide d'un gradient continu de  chlorure 

de sodium de O, 1 à 0,7 - M dans le cas des fractions C des sécrétions 

de malades de groupe sanguin O (MAR. .  . , BIA.. . , PRO. . . ), soit 2 

l'aide d'un gradient continu de chlorure de sodium de 0 , l  à 0 ,4  - M 

dans le cas  des fractions C des sécrétions de malades de groupe 

sangiîin A (WAS.. . et VAN,, , ). 

Les  fractions C peuvent ainsi e t re  séparées  en plu- 

s ieurs  sous -fractions, A par t i r  des fractions C de BIA. . . , PRO. . . , 
WAS.. . et VAN, , , on a découpé arbitrairement 2 sous -fractions C l  

et C2, tandis que la fraction C de MAR. . . , dont le profil dtélution 

montrait 3 épaulements, a été découpée arbitrairement en 3 sous - 
fractions C l ,  C2 et C3 (fig, 2) .  

6) Purification des sous -fractions C l ,  C2 et éventuellement C 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
par chromatographie de gel-filtration : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après dialyse et  lyophilisation, les  sous -fractions 

C l ,  C2 et éventuellement C3 sont soumises à une chromatographie 

de gel filtration s u r  une colonne de Sepharose 4B, équilibrée et éluée 



100 volume (m l )  



par  un tampon Tr i s  O, 1 M,de pH 8, 0,contenant du chlorure de s o -  - 
dium 0,2 - M. On obtient ainsi (fig, 2 )  les  fractions de mucines C l  b, 

C2 b et éventuellement C3 b débarassées de contaminants de haut 

poids moléculaire exclus de la colonne et  de composés de plus fa i -  

ble poids moléculaire dont llélution es t  t r ès  retardée. La proportion 

de chacune des fractions de mucines Cl. b et C2 b et éventuellement 

C 3  b, obtenues pour chaque malade, es t  indiquée dans l e  tableau 1, 

Pour chaque sécrétion, le rendement to ta l  des mu- 
l 

cines isolées et purifiées es t  rapporté dans le  tableau 1. L e s  muci- 

nes A l ,  Bb, C l  b, C2 b et éventuellement C3 b sont ensuite étudiées / 
I 

en électrophorèse en agarose à pH 8,2. 

B - PROPRIETES ELECTROPHORETIQUES DES n4UCINES A l ,  Bb 

C l  b, C2 b,(C3 b) : - - - - - - - - - - - - 

1) Mucines Al : - - - - - - - - - - - - -  

L1électrophorèse à pH 8,2 des mucines A l  (fig, 3) l 
montre qu'elles ont une faible migration du côté anodique du godet 

de dépôt. Elles sont faiblement colorées par l 'amidoschwarz, inten- 

sément révélées par le réactif de Schifl après oxydation periodique, 

mais généralement pas révélées par le bleu de Toluidine,sauf les 

rnucines Al  de MAR,, , qui sont t rès  faiblement révélées (fig, 3).  

2 )  Mucines Bb : ------------  
Les mucines Bb ont une migration légèrement plus 

anodique que les rnucines A l ,  Elles sont peu ou pas révélées par  

llamidoschwarz, intensément révélées par  le réactif de Schiff après  

oxydation periodique e t  ne sont pas colorées pa r  le bleu de Toluidi- 

ne (fig. 3 ) .  
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3) Mucines C l  b, C2  b, e t  éventuellement C 3  b  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les mucines C l  b  et C2 b ont une migration plus 

anodique que la fraction Bb (fig. 3 ) .  La fraction C l  b a une migra-  

tion inférieure à celle de C2 b. Elles ne sont pas révélées par l t a in i -  

doschwarz mais sont intensément révélées par le  réactif de Schiff 

après oxydation periodique et de plus en plus intensément révélées i 
par  le bleu de Toluidine. Les mucines C 3  b ont une migration ana- 1 

dique supérieure à celle des mucines C2 b. Elles ne sont pas révé - 1 
1 

lées par l'amidoschwarz, sont révélbes par le réactif de  Schiff après  ' 
oxydation periodique et colorées plus intensément que l e s  mucines C2 b 

par le bleu de Toluidine (fig, 3). i 
C - ULTRACENTRIFUGATION DES MUCINES A l ,  Bb, C l  b, C2 t-, et ............................................... 

1 )  Détermination de la constante de sédimentation : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'ultracentrifugation a été réalisée s u r  l e s  fractions 

de mucines A l ,  Bb, C l  b, C2 b et C3 b du malade MAR. . . et montre 

que la fraction de mucines A l  e s t  homogène (un pic symetrique), La 

valeur du coefficient de sédimentation es t  de SG 
2 0 w  = 9 , 1  S .  

La fraction de mucines Bb est également homogène 

(un pic symétrique); son coefficient de sédimentation a une valeur de 1 

Les mucines C l  b  contiennent deux fractions : l'une 

mineure a un coefficient de sédimentation de 9, 6 s, l ' aut re  majeure 1 

Les mucines C 2  b  sont elles auss i  hétérogènes puisqu* 



l'ultracentrifugation révèle l 'existence de deux pics, l'un mineur de 

coefficient de sédimentation 11, 7 s et l 'autre majeur de 10 ,2  S. 

Les mucines C3 b s e  présentent en ultracentrifugation 

sous la forme d'un pic symétrique, la valeur du coefficient de s é -  

dim.entation es t  de 9 , 2  S. 

2) Détermination du poids moléculaire O : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le poids moléculaire des mucines a été réal isé  s u r  

les  fractions de MAR.. , par équilibre de sédimentation, On obtient 

pour chacune des fractions des valeurs de &/Io qui sont respective- 
W 

ment : 

D - ACTIVITE DE: GROUPE SANGUIN A ,  B, O DES MUCINES BRON- ----------------------------------------------- 
CHIQUES A l ,  Bb, C l  b, C2 b, C3 b : ......................... 

La recherche de l 'activité de groupe sanguin de  chaque 

fraction de mucines montre (tableau II) que toutes les fractions de mu-  

cines isolées à part ir  de l'expectoration du sujet de groupe sanguin O 

(MAR.. . ) ne possèdent pas d'activité de groupe sanguin H : cec i  es t  en 

faveur du caractère  non sécré teur  du sujet MAR.. . P a r  contre, on r e -  

marque que les mucines isolées dans l'expectoration des 2 aut res  sujets  

de groupe sanguin O possèdent une activité de groupe sanguin H, L,a f rac-  

tion A l  a une forte activité H alors que, dans les  fractions plus acides, 

cette activité diminue. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
" Nous remercions le  Docteur A .  VERBERT et Madame COIGNEZ qui ont 

bien voulu réal iser  les déterminations de poids moléculaire s u r  ultracentr 

fugeuse analytique dans le laboratoire du Professeur J, MONTREUIL (Uni 

-.n-c;td A O C  q n i ~ n o t > ~  ~t T o ~ h n i n ~ i ~ s  de T .ille Villm@uve d ' A ç c a \ .  



Les mucines A l  et Bb isolées dans l 'expectoration 

des sujets de groupe sanguin A possèdent à la fois des activités de grou- 

pe sanguin A et H. Les fractions C l  b ont des activités de groupe San- 

guin A et H plus faibles et les  fractions C2 b ne possèdent pas d'activite 

de groupe sanguin, sauf la fraction C2 b de VAN.. . qui conserve une 

activité H (tableau II). 

E - PROPRIETES CHIMIQUES DES MUCIPJES A l ,  Bb, C l  b, C2 b ............................................. 

1 ) Etude de l 'acide aminé en position N -terminale : 

La détermination de l'acide aminé situé en position 

N -terminale a été effectuée s u r  les  mucines A l  de WAS. . . et de 

VAN.. . par  la méthode des dansyl-amino-acides el n 'a  permis  de 

révéler qu'un seul acide aminé : llARGININE. 

2 )  Etude de l 'acide aminé en position C-terminale : 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - -  

Apres hydrazinolyse des mucines A l  de VAN.. . , 
t rois  amino-acides ont été identifiés : la THREOYINE, la SERINE 

et le GLYCOCOLLE. 

3) Composition chimique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La composition chimique des mucines de MAR. . . 
qui ne présentent pas d'activité de groupe sanguin est rapportée 

dans le tableau III, celles des mucines des malades BLA,.  , et PRO.. . 
qui ont des activités de groupe sanguin H dans les  tableaux IV et V 

et celles des malades WAS.. . e t  VAN. .  ,, à activité de groupe San- 

guin A dans les  tableaux VI et VII. 



TABLEAU II: Inhibition des antisérums A et H par les di tes classes de mucines bronchiques isolées du 
mucus fibriikire de malades atteints de bronchite c e. Les tests ont été effectués en additionnant 
0 , l  ml  d'une solution de mucines à 2 mg/ml à un v 1 d'antisérum représentant 2 doses agglutinantes. 
Le m6lange est incubé pendant 15min à la tempéra boratoire . Après addition d'un troisihme volume 
de globules rouges humains A ou H, le melange e incubé pendant 2 h à la temperature du labora- @ toire. Puis an lit Ilagglutination (WATKINS et MO 2). L'inhibition de llhémagglutin?t ion observde 5, c n  

est notée : I 

Sujets et  
groupe san- 
guin 

immun - 
sérums 
utilisés 

A l  

- 

- 

- 
+++ 

- 
+++ 

+++++ 

+++ 

MUCINES 

MAR. . 
(0) 

PRO*.  . 
(0) 

BU.. . 
(0) 

WAS. .  . 
(A 1 

+++ 
------------..-----------------.,------ 

+++ 

FRACTIONS DE 

b 

- 

- 

I- 

- 
- 

l- 

t 

r 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 
VAN.. . 

(A 

Bb 

- 
--------..------------..------------------,------ 

- 

- 
--------..------------*.-----------------..------ 

+ 

- 
+++ 

+++ 
--------,.------------..------------------.------ 

+++ 

t +++++ 
-CI----- 

anti H +++ 

61 

- C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - # . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - .  

C2 b 

- 
- 

- 
- 
- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

C3 b 

- 
- - - - - - - - - - - - , . - - - - - - - - - - - -  

- 

------------..------------ 

- - - - - - - - - - - - a . - - - - - - - - - - - -  

------------..------------ 



a - composition en acides aminés : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'examen des résultats montre que la  teneur totale 

en acides aminés quelque soit la sécrétion étudiée, représente environ 

le cinquième de la molécule. 

Les mucines A l ,  Bb, C l  b, C2 b ou C3 b sont ca rac  - 

tér isées  par une forte proportion d'acides aminés hydroxylés, SERINE 

et  THREONINE, puisque le pourcentage de ces  résidus est compris  en- 

t r e  38 et 51 70 des résidus dosés (tableaux IIIa à VIIa), Elles sont auss i  ca  - 

ractérisées par une teneur élevée en PROLINE, GLYCOCOLLE el  A L A  - 
NINE. 

On trouve s u r  les  diagrammes dIanalyses des ac i -  

des aminés effectuées s u r  auto-analyseur Beckman, un soulèvement de 

la ligne de  base au niveau de la  cystéine, La présence ou l 'absence de  

cystéine s e r a  discustée dans la  suite de cette étude. 

Les tableaux comparatifs des compositions en ac i -  

des aminés des mucines isolées à par t i r  de chaque sécrétion, mucines 

ayant ou n'ayant pas d'activité de groupe sanguin A ou H, ne permettent 

pas de mettre en évidence de difÏérences dans la  partie polypeptidique de 

ce s  molécules (tableaux III a à VIIa). 

b) composition glucidique : - - - - - - - - - - - - - - - - -  

La composition glucidique des rnucines isolées es t  

rapportée dans les tableaux IIIb, IVb, Vb, VIb, VI1b.Les rnucines A l ,  Bb, 

C l  b, C2 b et éventuellement C3 b ont une teneur en glucides qui r ep ré -  

sente environ 80 % de la rnolécule, La partie glucidique de ces  mucines 

es t  caractérisée par la présence de N -acé tyl-galactosamine, de  N -acétyl- 

glucosamine, de fucose, de galactose, d'acide N -acétyl-neuraminique et  



I 

(1) = composition en acides amines determinee s u r  auto-analyseur ~ecfmicon 

(2) = composition en acides amines déterminée su r  auto-analyseur Be kman .i I 

A ~ P  
Thr 

Ser 

Glu 

Pro  

1 Ala 1 10.35 1 156.3 1 9.42 ( 178.7 

Ile 

Leu 

Tyr 

1 Phe 1 1.08 1 1 6 . 3  1 1.38 1 26.3 

TABLSAU IIIa : Composition chimique des mucines isol --------------------------. 
x = Résultats exprimés en nombre de résidus pour 1 00 ré 

xx = Resultats exprimés en micromoles par gramme de po 

!es de llexp ctoration de MAR. . , (sujet de gro .------------------------------- 
; i d ~ ~  dlacid s aminés 
.ds sec 4 1 

R 1100 R,,, , p moles/g w 

lpe sanguin O), ---------- 





ASP (1) 

Thr . 
s e i  

Glu 

Pro 

GlY 

Ala 

Va1 

c YS 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

LYS 

His  

Arg 

x = Résultats exprimés en nombre de résidus pour résidus d'acides aminés 
xx : Résultats exprimés en micromoles par gramme 
(1) : Composition en acides aminés déterminée sur 

TABLEAU N a : Composition chimique de de BIA . . , (sujet 
de groupe sanguin 0). 





. 
A 1 B b  Cl b C 2  b 

R/100 R y moles/g R/100 R p moles/g R/100 R p moles/g RI1 00 R p moles /g ' 
X XX 

Asp 0) 3.22 48. 5 3. 51 54.9 1.03 16. 3 2.07 31.3 

Thr 23.68 357.1 24.75 387.4 32-18 508.3 27.88 422.0 

Ser 15.84 238.9 15.73 246.2 17.59 277.9 17.58 266.2 

Glu 4.84 73. O 4.59 72. O 2.30 36, 3 3.34 50.5 

P r o  9.78 147.4 10. 08 157.8 15.59 246.3 13.32 201-7 

GlY 8.80 132.8 8.24 128.8 4.71 74.4 6. 83 103.4 

Ala 9.99 150.7 9.38 146.8 8.42 133. O 8.99 136.1 

Val 3. 66 55.2 . 4.53 70. 9 3.75 59. 2 4.19 63.4 

CYS t r  t r t r  t r tr t r t r t r 

Met 2.17 32.7 O. 93 14. 6 0.87 13. 8 1.52 22.9 

Il@ " 2.07 31.2 2.48 38.7 2.25 35. 5 1.95 29. 5 , Leu 4.47 67.4 4. 60 72.1 1.64 25. 9 2.57 38.9 

Tyr 1.27 19.1 1. 71 26. 8 O. 97 15.2 1.01 15.2 

 hé' 1.58 23. 8 1.73 27. O 0. 79 12.5 O. 96 14.5 

LYS 3. 30 49.7 2, 65 41. 5 3.76 59.3 2.90 43.9 

His 3.16 47. 6 2. 62 40. 9 2.37 37. 5 2.99 45.2 

Arg 2.18 32,8 2.46 38. 5 1-76 28.1 1.92 29.1 

x 2 Résultats exprimés en nombre de residus pour 10 résidus 
xx = Résultats exprimés en micromoles par gramme d poids sec 
(1) = composition en acides aminés déterminée s u r  aut analyseur Beckman 

TABLEAU V a : Composition chimique de mucine isolées de l'expectoration de PRO.. . (sujet 
de groupe sanguin O), i 



xxx : Résultats exprimés en pourcentage de poids sec 1 
xx : Résultats exprimes en micromoles par gramme d e  poids sec 

TABLEAUV b : Composition chimique de mucines i s  lées de l'expectoration de PRO. . . (sujet de 
groupe sanguin O). O 

Fuc 13.5 82 O 17.7 1080 11. O 670 12.5 7 60 

Cal 22.2 1230 20. 3 1130 24.2 1340 24.9 1380 

G. Nac 21. O 950 18.2 820 14. 7 670 20. 5 930 

Ga1 Nac 9.1 41 O 9.3 420 17. 6 12.5 57 O 

NANA 2.9 90 6.4 21 O 13. O 9.0 290 

Sulfate O. 3 40 O. 6 70 O. 5 1.5 90 

, 

C 2 b  

Acides 
aminés 

% 

15. 5 

C l b  

JI molesb 

1513.8 

% 

15. 9 

B b  

JI mole s/g 

1579.5 

% 

15.7 

A 1 

p moles/g 

1564.9 

70 
xxx 

15.8 

)i moles/g 
XX 

1507.9 



x = Résultats o~iprb98 en nombre de rtlsidus d'acides a ines pour 100 résidus t xx = Résultate exprimés @ri. micromoles par gramme de oids sec 
- 

(1) = Cormpoai%$tm en acides amines determinée sur autoa alyseur Technicon 
(2) = ComposiUon ai acides amines determinee sur 

TABLEAU VI $a : Composition chimique de mucines e WAS. . . (~sujd de groupe 
sanguin A),  " 



.A 
O Ca a 0 
a, 3 

u 
Ca 

a, U 

6 %  $ 
E r n  .y 
& 2 
bno 5 
L a  fi 



Al B b Cl b C2 b 

'~/l oo R (I) p p l a s  /g R/~W R (2) p moles/g 1i/l0 R I p moles/g  la R (2) p moles$ 

 AS^") 1.79 27.3 3.42 63.9 1.76 28.1, 3.23 47.8 

Thr 32.09 491. O 25.85 483.1 501.9 23.89 354.9 

Ser 15.23 233.1 17.12 319.9 1:: :: 287.9 18.83 279.5 

Glu 4.18 64. O 4.42 82.7 2.97 47.5 5. 62 83. 5 

Pho 12.69 194.2 10.84 202.5 13.25 212.6 10.42 154.8 

GlY 6. 32 96. 7 7.87 147.2 6. 22 99.9 9. 36 138.9 

A la 10.70 163.7 8.74 163.4 9.12 146.2 9. 51 141.3 

Val 3. 59 54. 9 4. 08 76.4 3.29 52.7 3.12 46.4 

CYS t r t r  t r  t r t r  t r  t r t r 

Met - - O. 80 15.1 1.49 23.9 1.46 21.7 

Ile 2.41 36. 8 2. 58 48.1 1.94 31.2 1.78 26.4 

Leu 4.23 - 64. 8 4. 09 76. 6 2.97 47.5 3.41 50.8 

Tyr t r t r  1. 51 28.2 O. 69 11.1 1.25 18.7 

Phe t r  t r  1.72 32.2 O. 90 14. 5 1.42 21. O 

LYS e 1.67 25. 6 2. 57 47.9 2.10 33.7 2.27 33.7 

His 2.35 36. O 2.17 40. 6 2.12 34.1 2.68 39.8 

Arg 2.74 41.9 2.21 41.4 1.96 31.4 1.76 26.1 

xx = Résultats exprimés en micro- - x = Résultats expri 4s en nombre de résidus pour 100 résidus 
moles par gramme de poids sec, d'acides aminés 

@ (1) = ~ ~ r n ~ ~ s i t i o n  en acides aminés determinee s u r  Technicon 
Pl 0 (2) =: Composition en acides amines déterminee sur 

TABLEAU VIIa: Composition chimique de mucines isolée de l'expectoration de VAN.. . (aujet de gCroupe 
sanguin A). 



% 
XXX 

acides 
amines 

Fuc, 

Gal. 

G Nac 

Cal Nac 

NANA 

Sulfate 

xx : résultats expr imés en micromoles par gramme d poids sec e 
xxx : rdsultats exprimés en pourcentage de poids sec 

TABLEAU VI1 b : Composition chimique de mucines i olées de l'expectoration de VAN . . . (sujet 
de groupe sanguin A). 1 



de groupements sulfate. 

Différentes remarques peuvent e t re  formulées 

- la  teneur en fucose varie selon que les rnucines possèdent 

ou non une activité de groupe sanguin A ,  B, O. Les fractions A l  

éluees de la  colonne dlEcteola-cellulose par une solution de chloru- / 
r e  de sodium O, 1 M étaient précédemment considérées comme cies - 
l'fucomucinesll. Cependant, la teneur en fucose de ces fractions est 1 
faible, quand elles sont dépourvues d'activité A ,  B ou O (tableau IIIb). ~ 
De plus, certaines fractions acides ont une teneur en filcose assez  , 

l 

élevée (tableaux IVb et Vb). La dénomination de "fucomucinesn ap- : 
pliquée aux fractions A l  ne peut donc é t re  retenue. 1 

- l e  taux de N-acétyl-galactosamine est  plcis élevé dans l e s  

rnucines possédant des activités de groupe sanguin A (tableaux VJh 1 
et VII b). l 

- le  nombre total des résidus acides (acide N-acétyl-neurami- 

que et groupements sulfate) augmente progressivement des  muci- 

nes A l  aux rnucines C2 b ou éventuellement C 3  b. Le rapport  acide 

N -acétyl-neuraminique + groupements sulfate 11 00 acides aminés per  - 
met de met t re  en évidence cette progression (tableaux VIII, IX, X et 

XI). Toutefois, les  rnucines A l  peuvent renfermer ,  dans certains cas  

un nombre non négligeable de résidus acides (tableaux VI11 et X) et 

la  mucine C l  b de PRO., . (tableau X )  renferme plus de résidus aci -  

des que la mucine C 2  b, On remarque que la mucine C l  b est par t i -  

culièrement riche en acide N -acétyl-neuraminique (tableau Vb). 

D'autre part,  dans chaque mucine l 'importance du 

nombre de résidus d'acide N -acétyl-neuraminique par rapport au noIr 

bre  de résidus sulfate est  indiqué par la valeur du rapport acide N -  

acétyl-neuraminique /groupements sulfate. Pour chaque s é  - 



Estimation de la lon- 

Acide N -acBtyl-neu - 
raminique + groupe - 
ments  sulfate /IO0 9 . 9  21 .1  28.  5 
ac ides  amines  

Acide N -acétyl-neu- 
raminique /sulfate O. 3 2 . 8  

N -ac&yl-gakctosa- 
mine 1100 ac ides  ami -  

I a' 
nés 3 3 . 7  1 35 .3  1 3 6 . 5  29. 3 

TABLEAU VI11 : Caracteristiques des  s mucines de MAR..  . 



A l  d b  Cl b C 2  b 

Estimation de la lon- 
gueur moyenne des 
chSmes 5.7 5.2 6.8 

Acide N-acétyl-neura- 
minique + groupements 
sulfate /IO0 acides ami - 
nés 1.1 \.l 12.7 17. 9 

l 

Acide N-acétyl-neura- 
minique /Sulfate - j e 2  3.6 O. 4 

N -acétyl -galactosami - 
ne /IO0 acides aminés 35.9 21.7 39.2 30.7 

I I 

TABLEAU IX : Caractéristiques des ch 'itnes glycanniques des mucines de BLA. . . i 



TABLEAU X : Caractéristiques des  c h  k e s  glycanniques des  mucines  
de PRO.. . i 

Estimation de l a  lon - 
gueur moyenne des  
cha"znes 8.5 43. 7 4 . 9  6. 9 

Ac ide  N -acétyl-neura- 
mique + groupements 
sulfate /100 acides  ami -  
n é s  8. 6 1 'Y. 9 30 .4  25.1  

Acide N -acétyl-neura- 
minique /sulfate 2 . 2  3. O 7. O 3 . 2  

N -acétyl-gaiactosami- 
n e  /IO0 acides  aminés  27 .2  2 (S. 6 50. 6 37 .6  

A l  Bb C l  b C2 b 



acide N -acCtyl- 
neuraminique + 
groppements su l -  
fate /IO0 acides  

acide N -acétyl- 
ne uraminique /sul-  

WAS.. . 

TABLEAU XI : Caracteristiques des  cha?nes g l y c ~ i q u e s  des  mucines de WAS.. . et VAN.. . 

VAN.,  . 



crétion, ce sont, soit les  mucines Bb (tableaux VI11 et XI), soit, 

l e s  rnucines Cl b (tableaux IX, X et  XI) qui sont l e s  plus sialidées. 

La diminution ou l 'inversion de la  valeur de ce rapport dans les 

rnucines C2 b ou éventuellement C3 b (tableaux VIII, IX e t  XI) mon- 

t r e  que ces rnucines sont principalement sulfatées, Ce n ' es t  pas le  

ca s  de la mucine C2 b de PRO,. . (tableau X) où le  nombre de r é  - 
sidus d'acide N-acétyl-neuraminique est  plus important que le nom - 
bre  de résidus de sulfate. 

- une " e ~ t i r n a t i o n ~ ~  de la longueur moyenne des chaînes glycari- 

niques peut e t re  réalisée pour l es  mucines isolées chez d e s  sujets 

de groupe sanguin O en établissant le rapport de la  somme des r é s i -  

dus de fucose + galactose + N-acétyl-glucosamine + N-acétyl-galac - 
tosamine + acide N-acétyl-neuraniinique s u r  le nombre de résidus 

de N -acétyl-galactosamine, On peut ,en effet,penser dans c e  cas que 

tous les résidus de N-acétyl-galactosamine sont engagés dans des 

liaisons O-glj~cosidiques avec des résidus d'acides aminés hydroxy- 

lés,  Threonine et  serine (WATKINS, 1972). 

Les rnucines Cl b qui sont généralement l e s  plus ri- 

ches en acide sialicjue ont une longueur moyenne de chaînes de l 'ordre  

de 5 résidus de sucres  (tableaux VII1,IX et X). 

Les rnucines C2 b ou C3 b qui sont plus sulf'atées que 

les  précédentes ont une longueur moyenne de chaînes comprise entre 

6, 8 et 9, 6 résidus de sucres  (tableaux VIII, 1X et X). 

La longueur moyenne des chaînes glycanniques des 

mucines A l ,  pauvres en résidus acides es t  de 5, 7 à 8, 5 r é s i d u s  de 

sucres  et celles des mucines Bb e s t  de 5 ,4  à 8,7 résidus de  sucres  

(tableaux VIII, IX et  X). 

Il  semble donc que la longueur moyenne d e s  chaînes 

glycanniques des mucines neutres Al ou faiblement acides Bb soit, 

à l'exception de la fraction Bb du malade MAR. . . (tableau VIII) plus 

grande que celle des rnucines Cl b qui sont les plus sialidées, De 



même l'augmentation de la  teneur en sulfate observée dans les  f r a c -  

tions acides C2 b ou C3 b s'accompagne d'une augmentation de l a  

longueur moyenne des chzînes glycanniques qui peut atteindre 9 à 

1 0  sucres ,  
M 

On peut auss i  remarquer,dans le cas  des sujets O 

que l'augmentation ou la diminution du nombre de résidus d'acide 

N -acétyl-galactosamine suit une évolution parallèle au nombre de 

résidus d'acides aminés hydrcxylés (tableaux IIIa, IVa, et Va). 

D'autre part,  en ce  qui concerne les mucines i so-  

lées chez des sujets A sécré teurs ,  la présence de N-acétyl-galac- 

tosainine à l 'extremité non réductrice des chaînes glycanniques ne 

permet pas de rechercher ce type d'estimation, 

- la détermination de la valeur du râpport N-acétyl-gâlacto-- 

samine /IO0 acides aminés permet d'apprécier la "glycos jrlation" 

des différentes mucines isolées des sujets de groupe sangiiin O ( ta-  

bleaux VI11 IX et X). Cette estimation e s t  fondée s u r  la supposition 

que tous les  résidus de N-acétyl-galactosamine sont engagés dans 

des liaisons glycanne-protéine comme ils le sont dans certaines 

substances de groupe sanguin H (WATKINS, 1 9 7 2 ) .  Les niucines 

C l  b sont l es  plus glycosylées, principalement celles de PRO..  . 
(tableau X), les mucines C2 b de MAR.. . (tableau VIII) possèdent 

sensiblement le même degré de glycosylation que les  mutines C I  b. 

Les mucines Al ,  sauf celles de BIA.. . (tableau IX) sont l e s  moins 

glycosylées (tableaux VITlet X). Cette estimation ne peut pas  s 'ap-  

pliquer aux mucines des sujets de groupe sanguin A, puisque dans 

ce cas ,  un certain nombre de résidus de N -lcétyl-galactosamine 

sont situés à l lextr@mité non réductrice des chakes  glycanniyues , 

F - PROBLEME DES PONTS DISULFURE DANS LES MUCPMES : --------- ---- ----------- ------- ------------ 



La structui-e géliforme des sécrétions bronchiques 

e s t  due en partie à l'existence de ponts disulfure (HAVEZ et Col l , ,  1973) 

(ROBERTS, 1974 et 1976). Si leur rupture amène une diminution de la 

viscosité des solutions de mucus, la localisation exacte de ces  ponts 

dans le  mucus fibrillaire est  encore un sujet controversé, 

P a r  réduction d'un mucus fibrillaire par  l e  mercapto- 

éthanol suivie d'une alkylation avec de lliodo -acétamide marquée puis 

chromatographie de gel filtration s u r  Sepharose 4BJ HAVEZ e t  Coll, 

(1972) avaient suggéré que les ponts disulfure rompus étaient situés s u r  

les  protéines du mucus et non pas s u r  les  mucines, 

En 1974, ROBERTS rapporte la presence de t r è s  

faibles quantités de cystéine au sein des mucines bronchiques humaines , 

En 197 6, le méme auteur, à la suite d'expériences 

de rédi~ction de mucus bronchique suivie d'une alkylation par  ll iodo- 

acétamide marquée, isole des fractions de mucines radio-actives et 

propose différents schémas de structure des mucines bronchiques impli- 

quant l'association de chakes  de mucines par des ponts disulfure, Cepen- 

dant, il existe des différences individuelles dans l'activité spécifique des 

mucines alkylées ainsi marquées, 

011 ne peut donc complètement éliminer l'hypothèse 

que les  mucines isolées par ROBERTS soient contaminées par  des  quan-  

tités faibles, mais variables d'un cas  à l 'autre,  de protéines ou de pep- 

tides encore associés aux mucines malgré les  techniques de purification 

utilisées. La deuxième partie de ce travail  donnera d'ailleurs quelque 

valeur à cette hypothèse. 

En ce qui concerne les  différentes muciiles que nous 



avons préparées,  l'examen des diagrammes d ' élution des hydrolysats 

effectués sur l'auto-analyseur Beckman montre qu'il  existe un lkger 

soulèvement de la ligne de base au niveau de l'élution de la cystéine, 

(voir plus haut). Afin de déterminer si la cystéine es t  un élément de la 

structure des niucines, deux types d'expériences ont été réal isés ,  

1) Réduction et alkylation d'une mucine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La milcine Rb du malaae MAR.. . est réduite p a r  l e  

mercapto-éthanol dans des conditions identiques à celles utilisées 

pour réduire un mucus bronchique (4 h à 37°C). La réduction es t  su i -  

vie d'une alkylation par l'iodo-acétamide, pendant 1 h. Après dia-  

lyse et lyophilisation, la mucine non réduite et  la, mucine réduite 

puis alkylée sont soumises à une chromatographie sur une colonne 

de Seplzarose 4B. Les diagrammes d'élution obtenus ont exactement 

le  meme profil, 

2 )  Dosage de la cystéine sous forme d'acide cystéique, Oxyda- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tion performique : - - - - - - - - - - - - - - -  

Trois mucines A l  (PRO., . ), Bb et C2 b (MAR. .  . )  

sont soumises à une oxydation performique et,  après  oxydation, la 

composition en acides aminés de chaque mucine es t  déterminée. La 

transformation des résidus de cysteine en acide cystéique après oxy- 

dation performique permet effectivement de déceler cet acide aminé 

en t rès  faible quantité, puisque l'on retrouve toujours un nombre de 

résidus de cystéine inférieur à 1 % des résidus d'acides aminés 

(0, 69 % : A l  de PRO,. .)  (0,52 Ojo: Bb de MAR,..) (0,58 % : C 2  b de 

MAR.. . ) *  

Nos expériences personnelles démontrent tout d'aborc 

que les  mucines bronchiques co~t iennent  de faibles quantités de cysté 



ine, Si on rapporte les valeurs trouvées pour la cystéine au poids 

moléculaire des mucines A l ,  Bb et C2 b déterminé par  é q u i l ï ~ r e  de 

sédimentation, on trouve respectivement 3 ,4  ; 2, 9, et  3 ,4  résidus 

de cystéine par molécule de mucine, - 
La réduction et l'alkylation des mucines isolées 

ne modifient pas leur profil dlélution s u r  une colonne de Sepharose 

4B. On peut donc penser qu'il n 'y a pas une polymérisation des 

flmonomeresllde mucines isolées réunis par des ponts disulfure, 

On doit cependant souligner que nos expériences 

ont été réalisées s u r  des molécules purifiées à par t i r  du mucus 

bronchique déjà réduit mais non bloqué, Dans ces conditions, on 

ne peut complètement éliminer, pour le  mucus natif , la possibi- 

lité d'association de rlmonomeresll  de mutines unis par un petit noirlh 

de ponts disulfure. Le fait que les mucines isolées après  réduction 

mais sans alkylation ne soient pas capables d'une certaine réasso-  

ciation spontanée n 'est  pas en faveur de cette hypo-thèse, 

II - ETUDE DES MUCINES BRONCHIQUES NON PATHOLOGIQUES - : 

Après avoir défini certaines caractéristiques des mu 

cines bronchiques isolées de l'expectoration de malades atteints de bron- 

chite chronique, nous avons cherché à étudier des mucines isolées d'une 

sécrétion. bronchique aussi  proche que possible de l 'état physiologique, 

A l 'état normal, la sécrétion bronchique entrainée 

par k s  battements ci l iaires vers l es  voies aériences supérieures y est  
t 

progressivement déglutie, Nous avons donc recueilli les  prodilits des 

lavages bronchiques, réal isés sous fibroscopie dans des ter r i to i res  

bronchiques macr~oscopiquement sains. Etant doimé les  faibles quantités 

de sécrétion recueillie par  des lavages réal isés à l'aide de solution phy- 



siologique, nous avons utilisé un liquide de lavage contenant un agent 

uréducteurl ' ,  l a  N-acétyl-cystéine et nous avons mélangé les  produits 

de lavages provenant de plusieurs patients pour en faire un pool s u f f i -  

sarnment important, - 

A - ETUDE PREL,Il/IINAIRE DES MUCmES BRONCHIQUES n'ON ---- ----- ------------- ------- ------------.--- 
PATHOLOGIQUES : ------------ 

Des lavages bronchiques ont été réal isés chez cinq 

sujets n'ayant pas d'antécédents de bronchite chronique (trois sujets de 

groupe sanguin O, un sujet de groupe sanguin A et un sujet de groupe saIl.- 

g u b  BI. 

Dans chaque cas ,  le liquide de lavage es t  centrifugé 

et séparé en une fraction soluble et en un lfculot géliforme" qui sont d ia-  

lysés contre eau distillée, puis lyophilisés (tableau XII). Les gé culots 

géliformes1I sont ensuite soumis à une réduction par le  niercapto-éthanol 

à 1 70, centrifugés, dialysés et lyophilisés. Les constituants solubilisés 

et adialysables ou "mucus solubilisé" représentent de 35 à 49 56 du mu- 

cus géliforme. 

L'étude électrophorétique en agarose des fractions 

solubles obtenues à par t i r  des cinq liquides de lavage a été effectuée en 

utilisant des révélations par l 'amidoschwarz, le réactif de Sciiiff apres  1 
oxydation periodique (PAS) et le bleu de Toluidine, Cette étude a permis  

de constater de grandes analogies dans l 'aspect électrophorétique de ces  

fractions : celles-ci ont donc été mélangées, 
4 - 

De la même façon, l 'aspect électropnorétique des 

différentes fractions de "miicus solubilisé" s ' e s t  avéré homogène. Les  

différentes fractions de s ~ l u b i l i s é ' ~  ont donc encore été réunies, 





1) Etude des mucines de la  fraction soluble : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

525 mg de mélange des fractions solubles sont dé - 

posés s u r  une colonne dlEcteola-cellulose équilibrée et éluée dans 

une solution de chlorure de sodium O, 1 - M. L'élution de l a  colonne 

es t  ensuite réalisée par  passage successif des solutions de chlorure 

de sodium O, 1 - M, 0, 3 - M, 0, 5 - h'l et 0, 7 - h'1 contenant de l 'acide chlo-- 

rhydrique 0, 01 - M (fig. 4) .  On recueille ainsi plusieurs fractions 

(FI  = 1 1 0 m g ;  F3  = 14 m g ;  F4 = 2 , 5  mg). 

La fraction F I  est  de caractère  neutre puisqu'elle 

n'est pas retenue su r  la colonne dlEcteole. 

25 mg de la fraction F I  et 13 mg de la fraction F3 

sont soumis à une chromatographie de gel filtration s u r  colonne de 

Sepharose 4B dans un tampon Tr i s  O, 1 M, Na C l  0,2 - M de pH 8, O 

(fig. 4). 

La fraction F 3  a été séparée en une fraction de haut 

poids moléculaire exclue de la c o l o n ~ e ,  une fraction complètement 

retenue qui es t  essentiellement protéique et deux fractions glycopro- 

téiques dont l'absorption à 278 nm est faible (F3b et F3 c)(fig. 4). 

Dans les  memes conditions, l'étude chromatogra - 
phique de la fraction F I ,  de caractère  neutre, démontre qu'elle ne 

contient pas de mucines neutres de taille moléculaire comparable 

à celle des fractions F 3  b et F 3  c(fig, 4). 

L'étude électrophorétique des fractions F 3  b, F 3  c et 

F 4  révèle leur caractére acide ainsi qu'en témoignent l e u r  mobilité 

électrophorétique e t  leur affinité pour le  bleu de Toluidine (fig. 5). 

2 )  Etude des mucines du inucus solubilisé : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2 1  0 mg de mélange de "mucus solubilisé'' sont sou - 
mis à une chromatographie s u r  une colonne dlEcteola-cellulose iden- 







tique à celle qui est utilisée pour l a  fraction sol-uble (fig. 6). 

Quatre fractions sont séparées,  dialysées, puis 

lyophilisées (FI : 7 mg ; FI1 = 5 mg ; FI11 = 1 5  mg ; FIV = 2 mg). 

7 mg de la fraction ~ I e t  1 4  mg de la fraction FIII 

sont a lors  soumis à une chromatographie de gel filtration s u r  Sepha- 

rose 4B (fig. 6). 

La fraction F I  ne contient pas de rnucines neutres 

de taille comparable à celle des rnucines acides (FIII b)  isolées à 

part ir  de l a  fraction FI11 (fig, 6). 

L'étude électrophorétique des fractions FIII b et 

F I V  confirme leurs caractères  dé rnucines acides (fig 5). 

On remarque auss i  que les quantités de rnucines 

obtenues à part ir  du "mucus géliforme" solubilisé sont beaucoup 

plus faibles que les quantités de rnucines isolées dans l a  fraction 

soluble, La présence d'un agent réducteur : la N-acéiyl-cystéine 

dans les solutions de lavage doit certainement permettre la solubi- 

lisation d'une partie des rnucines contenues dans le mucus gélifor- 

me, au niveau de la bronche meme, 

Cette première sé r ie  d'expériences démontre que 

les  rnucines préparées à par t i r  de liquides de lavages réal isés chez cinq 

sujets dans des terr i toires macroscopiquement sains sont des  molécules 

de caractère acide. Ces rnucines correspondent à un mélange de  rriolé- 

cules sécrétées par des sujets de groupe sanguin -' , B et O. Nous n'avons 

pas réalisé l'étude de leur composition chimique estimant que l 'apparte - 
nance de l'un des sujets au groupe sanguin A ne nous permettait  pas de 

procéder à une estimation de la longueur moyenne des cha'ines de ces  mo-  

lécules. Un deuxième pool de sécrétions a donc été constitué à part ir  de 





lavages réal isés chez six sujets de groupe sanguin 0. 

B - ETUDE CHIMIQUE DES n/lUCINES BROXCKIQUES HUMAmTES ---------.----------.----- -- ---- - -------------- 
OBTENUES P A R  LAVAGE DE: BRONCHES RILACROSCOPIBUE - 
MENT SAINES CHEZ SIX SUJETS DE GROUPE SANGUIfi' O : ......................................... 

Cette deuxième sér ie  de lavages a été réal isée  dans 

les  memes conditions que celles qui ont été utilisées pour l a  p remière  

sér ie ,  

Toutefois, considérant d'une par t  que le matér ie l  

obtenu était certainement d'origine bronchique et  d'autre part  que  le ma - 
tér ie l  obtenu avait déjh été en contact avec un agent réductekir, la hr- 

acétyl-cystéine, noas n!avons pas séparé les produits solubles du mu- 

cus insoluble et l 'ensemble a été soumis à une réduction par le  mercapto- 

éthanol, 

1) Réduction du pool de mucus bronchique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les produits des six lavages bronchiques sont réu-  

nis ,  dialysés contre eau distillée et  rassemblés en pool de mucus 

bronchique (1, 4g) qui es t  soumis à une réduction par le f3 mercapto- 

éthanol. 760 mg d'un matériel  soluble dans l'eau et non dialysable 

(le mucus réduit) sont ainsi obtenus, 

L'étude électrophorétique du mucus réduit montre 

qu'il comprend des constituants de mobilité anodique supérieure à 

celle de l'albumine e t  qui sont uniquement révélés par  le  bleu de 

Toluidine, une fraction de mobilité analogue à la sé rum -albumine 

uniquement révélée par  l'amidoschwarz et un mélange de constitu- 

ants de mobilité alpha et béta révélés par  l 'amidoschwarz, le r éac -  

tif de Schiff après  oxydation periodique et  faiblement pa r  l e  bleu de 



Toluidine (fig. 7). 

2 )  Purification des mucines bronchiques non pathologiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le pool de mucus réduit est fractioriné s u r  une CO-. 

lonne d1Ecteola-cellulose mais à la  différence des p remiers  lava- 

ges, la colonne es t  éluée d'abord par des  solutions de chlorure de 

sodium O, 1 M puis de chlorure de sodium O, 1 -M contenant de l ' a c i -  - - 
de chlorhydrique 0, 01 - lS! et finalement par  un gradient continu de 

chlorure de sodium de O, 1 1K à 0,7 M contenarit de l 'acide chlorhy- - - 

drique 0, 01 - M. On peut ainsi séparer  quatre fractions (fig, 8).  Les 

constituants élués par le gradient de ch1orur.e de sodium forment s u r  

la courbe de dosage des oses combinés, un pic t r è s  étalé qui es t  a r -  

bitrairement découpé en 2 fractions F 3  et  F 4  et dont la t rainée n 'es t  

pas retenue, Les quatre fractions ainsi séparées sont dialysées et 

lyophilisées (FI  = 205 mg ; F 2  = 24 mg ; F 3  = 2 2  mg ; F4  = 14 mg), 

Chacune des 4 fractions est  ensuite soumise à une 

chromatographie s u r  colonne de Sepharose 4B (fig. 9). 

50 mg de la fraction F I ,  24 mg de la fraction F 2 ,  

22  mg de la fraction F 3  et 14 mg de la fraction F4  sont soumis à m e  

chromatographie de gel filtration s u r  colonne de Sepharose 4B dans 

un tampon Tr i s  O, 1 - M, Na C l  0,2 M de pH 8, O (fig. 9). - 

Les fractions F 3  et F4 sont ainsi séparées  en f r a c -  

tions de haut poids moléculaire exclues de la colonne, fractions com- 

plètement retenues qui sont essentiel lemei~t  protéiques et  en fractions 

glycoprotéiques absorbant t r è s  peu à 278 nm, F3 b et F4  b (fig, 9). 

Dans les mémes conditions, l'étude de chromatogra-  

phie des fractions F1 e t  F 2  démontre qu'elles ne contiennent pas de 

mucines de taille moléculaire comparable à celles des fractions F 3  b 

ou F4  b (fig. 9).  





3) Etude électrophorétique des fractions F 3  b et F 4  b : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

En électrophorèse en agarose, les fractions F 3  b 

et F4 b sont bien colorées par le  réactif de Scl-iiff après  oxydation 

periodique- La fraction F 3  b e s t  t r è s  faiblement colorée par  l!amido. 

schwarz. La fraction F 4  b es t  mieux révélée par 1.e bleu de Toluidine 

que l a  fraction F 3  b (fig. 7). 

Les rnucines bronchiques obtenues à pa r t i r  des li- 

quides de lavage constitüent donc une population de muciries acides, 

4) Cornposition chimique des mucines F 3  b et F 4  b : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans la  composition chimique des rnucines acides, 

on retrouve tous les constituants qui ont été préalablement ident,ifiés 

dans les rnucines bronchiques isolées à part ir  dl expectorations de 

malades atteints de bronchite chronique, notamment la r ichesse de 1: 

partie polypeptidique en acides aminés hydroxylés (tableau XIIlj, 

L'examen de la composition glucidique (tableau XIII) 

permet de faire les constations suivantes (tableau XIV) : si on admet 

auss i  pour les mucines bronchiques isolées par lavage chez des sujet 

de groupe sanguin 0, que tous l es  résidus de N-acétyl-galactosamine 

sont engagés dans des liaisons glycanne -protéine de type O-glycosi- 

dique, la valeur du rapport molaire (galactose + fucose + N-acétyl- 

osamines + acide sialique) / N -acétyl-galactosamine représente une 

estimation de la longueur moyenne des chaînes glycanniques de ces  

moléc~iles. La valeur de ce rapport est  de 4, 5 pour la fraction F 3  b 

et  de 5 ,7  pour la fraction F4 b, On peut aussi  remarquer  qu'entre 

les  fractions F 4  b et F3 b, il y a une évolution parallèle du nombre 

de résidus de N-acétyl-galactosamine et du nombre de résidus d 'aci-  

des aminés hyàroxylés, 

En outre, dans les fractions F3 b et  F4 b, le nom- 

bre de résidus d'acide sialique es t  plus grand que celui des  groupe- 

ments sulfate (tableau XIII). Ceci  s e  traduit dans la valeur du rapport 





volume (ml) 



TABLEAU XII1 : composition chimique des fractions glycoprotéiniques 
o., . , - .+ - I 3 x > c c  T- ...- ?FU91 b a F 4  -b7 . , c  i ..,-*--- '"*** - - ,  - . < w o  

Acides ami.. 
nés 

Fuc 

Ga1 

% 
XXX 

19-53 

8.4 

20.3 

p moles / g  

1978.8 

52 0 

1130 

€3 Hm 

-1 Nac 
1%3 

12.7 

13. 5410 

16. 5 T80 

a443 

S8Q 

% 

17.06 

9.3 

20.8 

p males /g 

1734.5 

560 

11 @O 

360 ". 

240 

x = résultats exprimés en nombre de rCsidus pour 100 'résidus 
xx = résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec 

xxx = résultats exprimés en pourcentage de poids sec 
(1 ) Composition en acides amines détermin& sur autoanalyseur Beckman 

11.2 

2. O 

NANA 

Sulfate 

13.3 430 

O. 8 1 00 



Estimation de la longueur 
moyenne des chahes gly- 
carniques 4, 5 5,7 

-- 

Acide N -acétyl-neuramini- 
que / Sulfate 4, 3 1 , 5  

Acide N -acétyl-neuramini- 1 
que + groupements sulfate 
100 acides aminés l 
N -acétyl-galactosamine 

100 acides aminés l 



acide N-acétyl-neuraminique s u r  sulfate qui est  cependant plus éle - 
vé dans la fraction F3 b que dans la fraction F 4  b (tableau XIV). 

D'autre part ,  la  valeur du rapport N -acétyl-galac - 
tosamine s u r  100  acides aminés permet également d'avoir une es t i -  

mation du degré de glycosylation de la molécule (tableau XIV),  

Ces différentes constatations démontrent que les  

mucines bronchiques obtenues chez l'adulte par lavage bronchique, 

dans des zones de l ' a rb re  bronchique macroscopiquement saines,  

représentent une population de molécules plus sialidées que sulfa- 

tées - et  dont la longueur moyenne des chaTnes glycanniques pourrait  

e t r e  de 5 à 6 sucres .  



C O N C L U S I O N S  - - - - - - - - - - - - -  



Dans cette première partie de notre travail ,  nous 

avons poursuivi l'étude, entreprise par DEGAND (1 972), concernant les 

mucines bronchiques sécré tées  par les malades adultes souffrant de bron 

chite chronique. Nous avons aussi  essayé de déterminer les pr0priéii.s 

des mucines non pathologiques obtenues par lavages bronchiques de l ladul  

Les mucines bronchiques ont été isolées à par t i r  du mucus fibrillaire 

de malades atteints de bronchite chronique selon un protocole voisin 

de celui qui a été décrit  par  DEGAND (1972) : réduction, chromatogrr 

phie d'échange ionique et chromatographie de gel filtration, Le rende 

ment en mucines purifiées est  faible. Il  varie d'une sécrétion à l 'au-  

t r e  et représente de 1 , 7  à 1 0  70 du mucus fibrillaire, On doit cepen- 

dant rappeler que l'action des agents réducteurs ne permet d'obtenir 

à part ir  du mucus fibrillaire que de 45 à 69 ($0 de constituants solu- 

bles et adialysables. 

Les diffkrentes fractions de rnucines présentent des caractères  ac i -  

des plus ou moins marqués et  leur p ropo r t i o~  respective var ie  

d'une sécrétion à l 'autre. On peut isoler beaucoup (WAS, . . et VAN, .  , 

peu (MAR.. . ) ou presque pas de inucines de caractères  neutres 

(BU.. . et PRO., . ) ; il en est  de même, des mucines acides  trouvée^ 



en grande quantité dans les  sécrétions d e  3 malades (MAR.. . , 
BLA. . . et PRO. ) et en faibles proportions dans les sécrét ions 

de WAS.. . et de VAN.. . 

II - En ce qui concerne les propriétés physiques des niucines de bronchi- 

te chronique purifiées, on doit d'abord remarquer comme l 'a  déjà 

signalé DEGAND (1 972) la faible absorption de la lumière ultravio- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - 
lette à 278 nm, ---------- 

L'étude par ultracentrifugation des diff jrentes mucines sécrS - ------------------ --- 
tées  par l'un des malades (MAR,, O ) mcntre que si certaines f rac -  

tions de mucines apparaissent homogènes, d'autres semb1en.t conte - 
ni r  au moins deux types mo lécu l a i r e~~ l ' un  majeur et l ' aut re  nlineur, 

Les valeurs du coefficient de sédimentation trouvées pour les f rac -  

tions homogt?nes ou pour les pics majeurs s'échelonnent en t re  8 et 

1 0  s et sont voisines de celles qui ont été déterminées par  CREE TH 

et  KNIGHT (1967) pour des substances de groupe sariguin solubles 

dans l'eau, isolées de kystes ovariens humains (1 0,9 S). 

Le poids des différentes classes de muciiles du - - - - - - - - - - - - - - 
malade MAR..  , varie entre 350 000 et  440 000 daltons, I l  es t  infé- 

r ieur  à celui qui a été trouvé par DONALD (1 973) pour des  substan - 
ces  douées d'activité de groupe sanguin isolées d'extraits phénoliques 

de kystes ovariens, 

III - En ce  qui concerne la partie polypeptidique, la teneur en acides ami- - ---------------- 
nés des différentes fractions de mucines es t  faible (de 12 à 2 1  %). -- 
Elle est  tout à fait comparable à celle qui a déjà été trouvée par 

DEGAND (1 972) et par  HAVEZ et Coll, (1 973). Les  proportions de 

THREONINE, de SERINE et de PROLINE sont élevées, 

Le taux de c~stéL-ie dans les mucines isolées est t r è s  faible -------- ---- 
mais ne permet pas dlél.iminer co~nplètement l'éventualité, défendue 



par  ROBERTS (1976), de ponts disulfure ~ n i s s a n t  les  l 'monomeres'l 

des mucines bronchiqiles au sein du mucus fibrillaire, Cette éven- 

tualité ne peut cependant ê t re  retenue pour les mucines bronchiques 

purifiées à par t i r  du mucus fibrillaire solubilisé par  réduction sans 

alkylation consécutive et qui n'ont pas non plus de tendance sponta- 

née à la réagrégation, 

Comme l 'a déjA trouvé DEGAND (1972), -- llar_ginine e s t  le seul, 

aminé en position N-terminale détecté par  dansylation des mucines ..................... 
Al.  

Lthydrazino9se d'une fraction de muciries A l  (VAN. . , ) inet -- ----- ----------------------- 
en évidence plusieurs acides aminés en position C -terminale : la  

thréonine, le glycocolle et la sérine,  On conilait ltktsta.bilité des 

hydrazides de la sérine et du glycocolle en présence de t r aces  d'eau 

(SCHROEDER, 1 9 7 2 ) ,  mais nos expériences ont été réal isées en mi-  

lieu anhydre, 

La présence de trois  acides ainin6s en positioïî C-terminale 

conduit à la  notion de l'hétérogénéité des cha*mes polypeptidiques de 

ces  mucines mais on peut auss i  formuler l'hypothèse que cette he té -  

rogénéité résulte de la protéolyse endobronchique plus ou moins 

importante d'une chalne polypeptidique unique, 

IV - La composition glucidique des inucines bronchiques isolées es t  tout 

à fait comparable à celle d 'autres mucines bronchiques étudiées par 

DEGAND (1972), HAVEZ et Coll. (1973), LAMBLIN et Coll, (1972). 

On y retrouve du fucose, du galactose, de la N-acétyl-galactosamine 

de l a  N -acétyl-glucosamine et suivant leur degré d'acidité, une qrian- 

tité plus ou moins importante d'acide N-acétyl-neuraminique ou de 

groupements sulfate, L'examen de la composition glucidique des dif- 

férêntes mucines permet de faire certaines remarques : 



a )  La teneur en fucose es t  élevée dans l e s  mucines douées d'activit6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
de groupe sanguin A ou H (tableaux IVbà VI1 ). Il es t  faible dans . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  b 
les  rnucines isolées cllez un sujet non sécréteur (tableau IIIb) 

Il  apparait donc que la dénomination " fucorn~c ines~~ es t  parfois 

impropre pour des rnucines non retenues s u r  une colonne ci' 

Ecteola -celluloseo Les rnucines obtenues sont plutet des muci- 

nes  "neutres1', 

b) Le nombre de résidus acides conteilus dans une mucine (acide N -  - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
acétyl-neuraminique et groupements sirlfate) permet d'une part 

de préparer  les différentes c lasses  de rnucines à carac tè re  l 
polyanionique différent (DEGAND, 1 9 7 2 )  (X1AVEZ et Co11. , 1973)  

et ,  d 'autre part,  de proposer une classifica.tion pour les  diffé - 
-- 1 

rentes mutines- 

- les mucines A l  ou rnucines neutres, ont une teneur faible en 

résidus acides, Dans notre travail,  nous avons appelé "ïnuci- -1 
nes neutresn, les mucines qui ne sont pas retenues s u r  une l 
colonne dlEcteola -cellulose éqiziiibrée en chlorure de sodium 

-- l 
- les  autres mucines ont un caractère acide plus marqué, L1exa 

men des tableaux de composition chimique (tableaux III$ VIIb, 

et la valeur du rapport acide N-acétyl-neuraminique + sulfate 

s u r  100 acides aminés (tableaux VI11 à XI) montrent une aug- ' 
mentation progressive du caractère acide des muciries Bb 

aux mucines C2 b ou C 3  b, D'autre part, dans chaque classe 

de mucines, la valeur du rapport acide N-acétyl-neuramini- 

que s u r  sulfate (tableaux VI11 à XI) montre la prépondérance 

d'un résidu s u r  l 'autre. On remarque que le rapport diminue 

des rnucines Bb aux rnucines C2 b G U  C3 b, On passe  progres-  

sivement des sialomucines aux sulfomucines, 



Les sialomucines correspondraient à des mucin.es ayant un 

rapport acide N-acétyl-neuraminique su r  s ulfate supér ieur  

à l'unité. Les sulfomilcines correspondraient à des  mucines 

. . ayant un rapport inférieur à lrunl;é. Mais dans l e s  deux ca s ,  

les  sialomucines et les sulfomucines sont des molécules hy- 

brides contenant à la fois des résidus d'acide N-acétyl- 

neuraminique et des groupements sulfate. 

c )  Il  es t  également possible pour des mucines ne possédant pas d rac -  

tivité de groupe sanguin A de faire une Irestimation de la lon- ----- 
p e u r  moyenne des chaTnes glycanniylies I l  en considérant que - 
tous les  résidus de N-acétyl-galactosamine sont engagés dans 

des liaisons O-glycosidiques avec des a,cides aminés hydroxy - 
l é s ,  threonine et serine. On trouve aiilsi (tableaux VI11 à X) 

que : 

- les mucines neutres ont une longueur nlQEnne de cha't'lnes - 
glycanniques élevée (5 ,7  à 8, 5 résidus) 

- les  mucines sialidées ont une longueur moyenne de cha%ies - -- 
glycanniques faible (4,  9 à 5, 6 résidus) 

- les  mucines sulfatées ont une longueur moyenne de chafnes 

glycanniques élevée (6 ,  8 à 9 ,  6 résidus),  

Dans cette classification, on remarque que les m~ic ines  A l  

s'identifient aux mucines neutres et  les inucines C2 b ou C 3  b 

aux mucines sulfatées, La distinction entre les iniicines Bb 

C l  b, et C2 b es t  plus délicate c a r  si, généralement ce sont 

l es  mucines C l  b qui sont les  plus sialidées, on peut trouver 

que, dans certaines expectorations (ni? 3. . . ) (tableau VIII), 

la  fraction la plus sialidée est  la fraction Bb, Dans d 'autres 

sécrétions par contre, la mucine Bb s e  rapproche plutBt des 

mucines neutres (PRO.. . et BIA. . . ) (tableaux IX et X), 



d) L'estimation du "degré de glycosylation" par l a  détermination . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
du rapport N -acétyl-galactosamine s u r  1 00 acides aminés 

permet de différencier les  mucines bronchiques douées d 'ac-  

tivité de groupe sanguin A en différentes catégories : 

- ---------------- les  mucines neutres A l  comporteraient de 27,2 à 35, 9 cl-iaT- 

nes glycanniques pour 1 0 0  acides aminés (tableaux VIII à X). 

- les mucines les plus riches en acide sialique ( C l  b)  et ,  dans ------------ 
le cas  du malade PRO.. . (C2  b) s e r a i e ~ t  les plus glycosylées 

et pourraient comporter de 35,3 à 50, 6 chaînes glycanniques 

pour 100  acides aminés, 

- les  rnucines Rb faiblement acides représentent une catégorie ------------------------ 
de molécules intermédiaires entre les muciiles A l  et les  mu-  

cines C l  b. Toutefois, on doit remarquer que le  degré de 915- 

cosylation des mucines Bb du rnalade BIA..  . est  supé~ . ieur  à. 

celui des mucines A l  du méme malade, Peut -(?ire dans ce 

cas ,  les mucines A l  proviennent-elles de la désialidation e n -  

dobronchique des sialomucines C l  b. 

- les  mucines sulfatées (C2 b et C3 b)  ont généralement un à e -  ......................... 
gré  de glycosylation compris entre celui des mucines neutres 

et celui des rnucines sialidées (de 2 9 ,  3 à 35, 6 chaTnes pour 

100 acides aminés),  

L'étude des caractères  acides et  l a  composition 

chimique des mucines sécré tées  par l es  malades adultes atteints de bron- 

chite chronique amène à affiner LA CLASSIFICATION DES MUCINES. 

- l e s  mucines bronchiques neutres sont éluées de la colonne dlEcteok 

cellulose par du chlorure de sodium 0,'1 - M. Elles ont des charî- 

nes glycanniques relativement peü nombreuses (aux environs 

de 30 chaînes pour 100  acides aminés) et comportent en moyen- 

ne de 5 ,7  à 8, 5 résidus de sucres ,  



- les  mucines sialidées ont un rapport acide N-acétyl-neuraminique 

s u r  sulfate supérieur à 1' unité. Leiars chaînes glycanniques 

sont plus nombreuses (de 35 à 50 chames pour 100 acides ami-  

nés)  et en moyenne plus courtes (moins de 6 sucres) ,  

- les  mucines sulfatées ont un rapport acide N -acéty?-neurainhique 

s u r  sulfate iniérieur à l'unité, Leurs  chaînes glycanniques 

sont en moyenne plus longues que celles des  mucines sialidées 

(de 6 , 8  à 9, 6 résidus de sucres )  et  leur nombre es t  un peu 

plus grand que celui des mucines neutres mais pliis faible q u e  

celui des mucines sialidées (de 30 à 35 chaînes pour 100 acides 

aminés),  

V - Nous avons aussi  cherché à comparer les  mucines isolees chez dcs 

adultes souffrant de bronchite clironique à un témoin aussi  proche 

que possible de l 'état physioiogique, Nous avons ainsi isolée et  étu-  

dié les  mucines obtenues Dar des lavages bronchiques réa l i sés  chez 

des adultes dans des ter r i to i res  bronchiques macroscopiq~~ement  

sa ins ,  

Les mucines ainsi isolées présentent une certaine diversi té  de 

leurs  caractères  d'acidité avec cependant une proportion toujours 

plus élevée de résidus d'acide N-acétyl-neuraminique que de groupe- 

ments sulfate, 

Chez des sujets de groupe sanguin 0, ces mucines sial idées ont 

une longeur moyenne des chaînes glycanniques assez  courte (au  voi- 

sinage de 5 résidus de sucres )  et de 33 à 37 chaînes glycanniques pcur 

1 0 0  acides aminés, 



Elles entrent ainsi parfaitement dans la c lasse  des mucines 

sialidées que nous avons définie chez les malades atteints de bron- 

chite chronique. 

VI - Si le  matériel  obtenu par lavage bronchique es t  bien un ref le t  fidèle 

de la sécrétion bronchique normale de l'adulte, l a  confrolztation des  

résultats obtenus dans les lavages de ter r i to i res  bronchiques sains 

et  dans l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique 

conduit à la notion que la sécrétion de ~nucines  neutres ou priricipa- 

lement sulfatées es t .  chez l 'adulte. un témoin de l'atteinte bronchi- 

que. - 
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I N T R O D U C T I O N  - - - - - - - - - - - - - -  



Les techniques de chromatographie s u r  colonne 

d1Ecteola-cellulose ont permis au cours de la  première  pertie de dis - 
tinguer plusieurs classes de rnucirles, dans llexpeetorc:tion cle malades 

atteints de bronchite chronique, 

Dans la seconde partie de ce travail,  nous avons 1 
cherché à affiner la définition des rnucines broncliiques humaines en l 
etudiant leurs propriétés immunologiques, 

Une étude préliminaire a montré que seules  l es  --i mu 

cines bronchiques neutres semblent antigéniques pour le lapin (ROUSSEL 

et Coll. , 1 9 7 2 ) .  Nous avons repr is  cette étude en utilisant deux prépara-  

tions de mucines bronchiques neutres obtenues en grande quailtité (WAS,.  , 

et  V A N , .  . ), 

L'obteiltion d'immunsérums ffanti-rnucines" devrait 

nous permettre de vérifier si ce sont bien les  mu-ines neutres qui sont 
1 - 

antigéniques pour le lapin ou bien des contaminants, Si les  mucines neu- 

t r e s  sont antigéniques, on peut espérer  definir le s i te  antigénique r e s -  

ponsable et les  immunsérums obtenus pourraient auss i  e t re  utilisés pour 

préciser  l 'origine cellulaire des mucines bronchiques, 



ROUSSEL et Coll. (1972)  avaient également  sug-  

géré que l e s  mucines bronchiques humaines permettaient la  st imulation 

de formation d 'ant icorps pour les  soui l lures  qui les  contaminaient,  Nolus 

avons donc été amenés  à r eche rche r  l e  pouvoir d'adjuvant immuni ta i re  

des  mucines bronchiques humaines, 



R E S U L T A T S  - - - - - - - - - - -  



1 - ANTIGENICITE DES MECINES BRONCHIQUES NEUTRES CHEZ 

LE LAPIN: 

A - PREPHRATION DES MUCINES BRONCHIQUES NEUTRES S6 13 : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - .- - - - - - -* - - - - - -- - - - - - - 

L'étude de l'antigénicité des mucines neutres a ,  

dans un premier temps, été réalisée avec les  fractions de mlicines neu-  

t r e s  WAS, , , et VAN.. . préparées seulement par 3 étapes chromatogra-  

phiques : Ecteola-cellulose, Sepharose 2E, Sepharose 6 13 (voir  partie 

précédente, fig. 1). Les mucines S6 B ainsi obtenues sont douées d1ac- 

tivité de groupe sanguin A et K ; elles sont homogènes en électrophorè- 

s e  à pH 8 ,2  (fig. 1 0 )  et en ultracentrifugation ; elles ne sont pa s  révé-  

lées par  un immunsérum antiprotéines sériques humaines ; el les  absor -  

bent t r è s  peu la lumière ultraviolette à 278 nm, Elles ont une composi- 

tion glucidique (tableaux XV et  xVI) proche de celle des  substances de 

groupe sanguin isolées dans d'autres sécrétions (WATKINS, 1 9 7 2 )  e t  

une composition en acides aminés caractér isée  par une grande r ichesse 

en acides aminés hydroxylés et  aussi  par  un taux élevé de proline.  gly- 

cocolle et alanine (tableaux XVII et XVIII), P a r  dansylation, on ne peul 

mettre en évidence qu'un seul  acide aminé en position N-terminale : 

l'arginine. Les mucines S6 B appararssant pures ont été iitilisées pour 

préparer  des immunsérums chez le lapin, 

B - ETUDE DES IMMUNSERUMS PREPARES A PARTIR DES MUCI- .............................................. 
NES S6 B : ------- 

Des lapins ont été immunisés avec des mucines 

bronchiques S6 B (WAS. . . ou VAN.. . ). Chaque lapin a reçu p a r  voie 

intramusculaire une injection hebdomadaire de 5 mg de mucines pendant 

un mois, puis une injection hebdomadaire de 1 0  mg de mucines pendant 
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Fucose 14,l 

Acide N -acétyl-neuramini- 
que 

N -acétyl-galactosamine 

Acides aminés 

Les résultats sont exprimés en pourcentag de poids sec, ti 
TABLEAU XVI : Composition chimique des fractions 6 B, A l  et de la fraction A l  apres hydrolyse ! 

par la trypsine (Al  T) et nar la pron se (Al P) (VAN. . , ), t 



TABLEAU XVII : Composition en acides aminés des fractions S6 B, 

A l ,  A2 et A l  après hydrolyses par la trypsine A l  T et par la 

papaine, puis la pronase A l  PP (WAS. . . ). 

Résultats exprimés en nombre de résidus par 100 résidus, 

" Camposition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Technicon, 



TABLEAU XVIII : Composition en acides aminés dee fractions S6 B, 

A l  et de la fraction A l  aprba hydrolyses par la tryp- 

sine A l  T et par la pronage A l  P (VAN,. . ), 
Les résultats sont exprimes en nombre de résidus pour 100 résidus, 

Composition en acides aminés déterminlée par autoanalyseur Technicon 



le second mois. 

La qualité des imrnunséruins obtenus a été étudiee 

en effectuant des irnmunoélectrophorèses avec d'une part, du mucus 

bronchiq~ie réduit, et d'autre part,  les  muches  S 6  B ayant s e r v i  pour 

les immunisations. 

1) Constituants révélés dans le mucus bronchique réduit : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Quand le mucus bronchique réduit WAX. . . est étu- 

dié, en immunoélectrophorèse à l 'aide de l l immui~séruin  anti  - 
mucines S 6  B (WAS.. . ), on met en évidence 4 a r c s  de précipita-  

tion (fig, 1 O ) ,  

- un a r c  a une mobilité électrophorétique identique à celle de la  

sérum -albumine ; 

- un second a une mobilité p .  -globulinique ; 
1 

- les deux derniers a r c s  se  situent dans la zone,@ et ~g lobül in ique .  
2 

Ces résultats sont surprenants si on considère q u e  

les  préparations de mucines S 6  B, utilisees pour immuniser  les l a -  

pins réunissent un certain nombre de cr i tères  de pureté, 

Cependant, la mobilité et la forme des a r c s  déce- 

lés par l ' immunsérum anti-mucines S 6  B (WAS.. . ) dans l e  mucus 

réduit rappelent celles de certains déterminants antigéniques habi- 

tuels de la sécrétion bronchique, 

Pour identifier les  composants révélés p a r  cet i m -  

inunsérum, des études immunologiques sont entreprises à l 'aide 

de sérum humain, d'immunoglobulines A de lait, de chaines légères 

K et  A, de lacto-transferrine et de s é rum albumine, L1immunsérum 

anti-mucines S 6  B (WAS. , . ) réagit avec la st,*um-albumine, les 

chaînes légères des immunoglobulines, les immunoglobulines A du 

lait et la lactotransferrine, 



2 )  Pluralité des déterminants antigéniques révélés dans les . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
fractions S 6 B : - - - - - - - - - - - - -  

a - Immunoélectrophorèse simple : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les immunoéiectropliorèses réal isées avec chacun des immuns5 - 

rums (anti-mucines S 6 B (WAS. . . ) ou anti-mucines S 6 B (VAN, . .)) e t  la 

préparation de mucines correspondantes (rnucines S 6 E3 (WAS. . . ) ou i n u  - 

cines S 6  B (VAN.. . ))  mettent en évidence un a r c  de précipitation épais 

et  dont la mobilité correspond à celle des rnucines S 6  B (fig. 1  O ) ,  Cet 

a r c  est  bien révélé par  l'amidoschwarz et par  le réactif de Schiff après  

oxydation periodique. Après épuisement avec du sé rum humâin, la frâc - 
tion d'immunogl.obulines A de lait et la lactotra.nsferririe, ce t  a r c  perc is-  

te,mais son intensité est  plus faible, 

b - ImmunoéLectrophorèse bidimensionnelle : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Lorsque 1'immunoélectrophorèse est réal isée en double dimension, 

on remarque que l 'immunsérum révèle dans la fraction de rnucines SG B. 

un a r c  correspondant à la sérum-albumine e t  quatre ou cinq a ~ c s  super -  

posés,ayant la meme mobilité électrophorétique que l a  partie anodique 

des rnucines S 6  B (fig, I l ) ,  Après épuisement, l ' immunsérum ne révèle 

plus que deux a r c s  ayant la mobilité électrophorétique des rnucines S 6 ;3 

(fige 

Ainsi les  immunsérums ~ r é ~ a r é s  à ~ a r t i r  de mu- 

cines bronchiques neutres S 6 B apparemment - pures, contiennent diffé - 
rents types d'anticorps : certains sont dirigés contre des protéides souil- 

lant les  préparations de rnucines, peut e t re  meme adsorbés s u r  ces  p r é -  

parations (albumine, bronchotransferrine, immunoglobulines), d 'autres 

permettent de révéler  deux antigènes pouvant correspondre aux rnucines, 

En tout état de cause, les  mucines bronchiques 

S 6  B ne sont pas pures et  pour vérif ier  leur antigénicité, une purification 

de ces molécules s ' impose, 
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C - PURIFICATION DES MUCINES BRONCHIQUES NEUTRES SG E : --.--------------------------------------------- 

Les mucines neutres S6 B (WAS.. . ou VAN..  . ) 
ont été p~ir i f iées  par une étape chromatographiq~ie s u r  colonne de 

Carboxy -méthyl-cellulose qui a été décrite dans la première  partie 

(fig. 1).  On peut ainsi séparer  une fraction majeure appelée rn.ucine A l ,  

d'une fraction mineure A2, éluée plus tardivement de la colonne, Les  

fractions A2  (WAS.. . et VAN., . ) représentent respectivement 1; 4 'jo 

et  1 , 7  O/o des  fractions majeures correspondantes Al  (WAS. . . et VAN.. . ). 
Les fractions A l  et A2 ont une mobilité électro-  

phorétique identique en agarose à pH 8 , 2  (L,HERMITTE, 1972). La f rac -  

tion A2 es t  plus fortement colorée pa r  l'amidoschwarz, mais moins fo r -  

tement par l e  réactif de Schiff après oxydation periodique que les muci- 

nes Al .  

D - CARACTERISTIQUES DES FRACTIONS A 1  et A2 : 
-------------------A----------.------ 

Les rnucines Al  sont douées d'activité de  groupe 

sanguin A et H (tableau II). L'activité de groupe sanguin des  muci- 

nes Al  du malade VAN, , , a été mesurée de façon plus précise  ( t a -  

bleau XIX). En outre, ces rnucines sont dépourvues d'activité 1.0 

Les compositions chimiques réal isées s u r  les mu-  

cines S6 B et Al font apparaRre une grande analogie (tableaux X V  

à XVIII), Les rnucines Al ont un taux de glucides plus élevé et  sont 

un peu plus riches en acides aminés liydroxylés, 

En ultracentrifugation, les  f ract ims A l  (IVAS, . . 
et VAN.. . ) sont homogènes et possèdent des constantes de sédimen- 

tation SO 
20 w 

= 9 , 7  s (WAS.. . ) et  SoZO , = 10 ,5  s (VAN,, , ). La mas -  

se  moléculaire de la mucine Al (VAN.. . ) déterminée p a r  équilibre 

de sédimentation est  égale à 350 000 (+ 1 5 OJo) daltons. - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
O L'activité de groupe sanguin 1 a été déterminée par le  Professeur  Y.  

DELUS-R'IARSALET. 



Activité de groupe sanguin des mucines bronchiques 

neutres avant et aprés hydrolyse (VAN, , . ), 

Les résultats sont exprimés en quantité minunale de rnucines 

(microgrammes) donnant une inhibition compléte de deux doses 

agglutinantes (WATKLNS et MORGAN, 1 9 62) 

(Cf, appendice technique), 

anti A anti H 

mucines neutres'A1 O, 1 2  31 

mucines neutres aprés hy- 
drolyse trypsique Al  T O, 12 31 

rnucines neutres apres hy- 
drolyse trypsique et prona- 
sique,Al P O, 12 31 



2) Fraction A2 : 

Cette fraction est  obtenue en t r è s  faible quantité 

et s a  composition en acides aminés es t  différente de celle des n u -  

cines A l  ; la proportion d'acides aminés dicarboxyliques e s t  plus 

importante (tableau XVII). Après dansylation, on révèle l e s  dérivés 

correspondants à l'acide glutamique, l'acide aspartique, la ly- 

sine, la sérine et le glycocolle, 

Au total, les  fractions de mucines Al apparaTssent 

plus pures que les  fractions de mucines S 6  B puisqu'elles ont été 

débarrassées de la fraction A2. Ces fractions de mucines Al ont 

été utilisées pour immuniser des lapins. 

E - ETUDE DES IMMUNSERUMS PREPARES h PARTIR DES >/ru- --------------------------------------------- 
CINES Al : 

Des essais  d'immuilisation chez le lapin ont été 

réal isés à l 'aide d'injections intramusculaires hebdomadaires de dif - 
férentes quantités de rnucines Al (. 1 mg, 5 mg, 10 mg ou 20 mg), L e s  

immunisations les meilleures ont été obtenues avec des injections de 

20 mg de mucines pendant 2 mois pour la fraction Al (WAS, . . ) et 5mg 

pendant 3 mois pour la fraction Al (VAN. . . ). 

1) Révélation de protéides différents des mucines : 

En immunoélectrophorèse, les  immunsérums obte - 
nus sont encore capables de révéler  la sérum-albumine, l a  lacto- 

transferrine et  l e s  immunoglobulines A. 

2) Immunoélectrophorèse bidimensionnelle des rnucines A l  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les immunoélectrophoi-èses réalisées avec les 

immimsérums et les  fractions de muciries correspondantes mettent 



en évidence deux a r c s  de précipitation qui ont la niéme mobilité 

électrophorétique dans la première dimension : l'un est  un a r c  bien 

dessiné et l 'autre est  un a r c  diffus (fig, I l ) ,  

Après saturation des immunsérums par  du s é r u n ~  

humain, de la lactotranef'errine et des im~nunoglobulines A, il lie 

reste qu'un a r c  bien révélé par le bleu coomassie (fig, 1 1 )  et légè- 

rement par le réactif de Schiff après oxydation periodique. Cet a r c  

semble bien c o r r e s ~ o n d r e  aux mucines. 

L'immunoélectrophorèse bidimensionnelle de la 

fraction A l  (VAN,, . ) réal isée avec l~ immunsérum préparé à part ir  

de ].a fraction A l  (WRS.. . ), saturé par  du sérum humain, de la lac - 
totransferrine et des immunoglobu?if?es A met en évidence un a r c  - 
de précipitation, 

Ces résultats montrent qu'il existe au se in  des mu- 

cines bronchiques neutres (WAS, . . ) et A l  (VAN, .  . ) un détermi- - 
nant antigénique commun, 

Les fractions A l  (obtenues par purification des mu- 

cines S 6  B) sont antigéniques pour le lapin, Elles apparaissent moins 

contaminées que les mucines S 6  B par des protéides différents des 

mucines puisqu'il n 'y a plus qu'un a r c  diffus qui disparaTt après  épui- 

sement des immunsérums par  l es  protéines du s é rum humain, les  

immunoglobulines A et la lactotransferrine, Toutefois, c e s  conta - 
minants doivent cependant encore s e  trouver à l 'état de t r aces  dans 

les  fractions Al puisque les  immunsérums préparés à par t i r  de ces  

fractions contiennent des anticorps dirigés contre c e s  contaminants, 

On peut d'ailleurs s e  demander si les mucines - 
n'exercent pas un effet d'adjuvant immunitaire à l 'égard des  traces 

de protéines qui les contaminent, 



La purification des rnucines S 6 E qui possédaient 

deux types d'antigènes persistants après  épuisement des immunsé - 
rums correspondants (fig, I l )  permet de les sépare r  en deux f rac-  

tions Al et A2.  Les muciiies A l  ne possèdent plus qu'un s eu l  type 

dlaritigéne révélé par l 'immunsérum anti-Al épuisé correspondant, 

Le deuxième déterminant antigénique des rnucines S6 B a donc été 

éliminé au cours de la purification, 

On peut rappeler à ce propos que TETTAWGNTI 

et PIGMAN (1968) ont décrit deux sor tes  de rnucines sous -maxillai-. 

r e s ,  l'une majeure caractérisée par s a  richesse en glucides et en 

acides aminés hydroxylés, l 'autre mineure caractérisée p a r  une 

teneur plus importante en acides aminés dicarboxyliyues, 

Les anticorps anti-mucines bronchiques Al  obte - 

nus chez le lapin ont ensuite été utilisés polir essayer  de localiser  

le  déterminant antigénique de ces  molécules au sein des cellules 

de la muqueuse bronchique, 

II - LOCALISATION TISSULAIRE DU DETERMINANT ANTIGENIBUE 

REVELE PAR L'IMMUNSERUM ANTI A l  : 

Cette étude a été réal isée sur  des  coupes de mu- 

queuse bronchique humaine à l 'aide de l ' immunsérum anti-rnucines bron- 

chiques A l .  (WAS. . . ). Deux méthodes ont été utilisées : une méthode di rec  

te  où l 'immunsérum anti-Al a été couplé avec la fluorescéine e t  une mé- 

thode indirecte dans laquelle les anticorps de lapin anti-Al ont été rév6-  

lés par des anticorps de mouton anti-glubulines de lapin marqués par 

la fluorescéine. 

Avec ces  deux méthodes, on observe une fluores- 



cence des cellules muaueuses, tandis aue les cellules calciformes ou  

séreuses  ne sont pas marquées, Le marquage est surtout net  à la pé - 
riphérie des cellules, mais des éléments fluorescents sont aus s i  obser-  

vés à l ' intérieur des cellules essentiellement au p61e apical des  cellu- 

les muqueuses, 

P a r  cette technique, il a donc été possible de 10- 

cal iser  le déterminant antigénique des mucines -. neutres dans l e s  cellu- 

les muqueuses de la muqueuse bronchique humaine, 

III - ETUDE DU SISE ANTIGENIBUE DES MUCINES ERONCHIOUES 

NEUTRES : 

Une étude du si te  antigénique des mucines bronchi- 

ques neutres doit s 'attacher 5 préciser  les composantes peptidiclue e t  glu- 

cidique pouvant intervenir de façori isolée ou combinée dans la  structure 

de ce si te ,  

A - RECHERCHE D'UNE COMPOSANTE PEPTIDIQUE DANS LE SI- ----------------------------------------------- 
TE ANTIGENIQUE : 

Dans l a  recherche d'une composante peptidique, i 
les  mucines ont été souinises à l'action de différents enzymes, trypsine, 

papaine et  pronase, 

1) Action de la trypsine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les mucines bronchiques neutres A l  (WAS.. . ou 1 

VAN, , , ) hydrolysées par  la trypsine sont soumises à une chroma- 1 
tographie de gel filtration s u r  colonne de Sephadex G 100 dans l 'aci  - 
de acétique 0 , l  - M (fig. 1 2 ) .  Une seule fraction A l  T, r iche  en glu- 

cides combinés es t  exclue de la colonne- Une autre  fraction, réagis-  





sant avec la ninhydrine est  éluée plus tardivement (fig, 12).  Après 

lyophilisation, cette fraction ne s e  retrouve qu'à l'état de t races ,  

En électrophorèse en agarose à pH 8 ,2 ,  la f rac -  

tion A l  T a la meme migration que les  mucines Al (fig, 13). 

L'inhibition dlhémagglutination réal isée s u r  la 

fraction A l  T (VAN,. , ) montre qu'elle a des activités de  groupe 

sanguin A et H analogues à celles de la  fraction Al  correspondante 

( A l  VAN. . . ) (tableau XIX). 

Les fractions Al T ont une coinposition chimique 

analogue à celle des mucines A l  (tableaux XV et XVI). I l  en est  de 

méme pour leur composition en acides aminés (tableaux XVII et 

XVIII). 

L'arginine es t  le seul acide aminé i d e ~ t i f i é  en 

position N-terminale. 

L'étude des acides aminés obtenus ap rè s  hydra- 

zynolyse de la fraction Al T (VAN.. . ) met en évidence de la lysine, 

de la sér ine  et  du glycocolle. Il  n'y a pas de thréonine. 

En ultracentrifugation, les fractions A l  T se  prkser  

tent sous la  forme de pic symétrique dont les coefficients de sédi-  

mentation sont respectivement S O  = 10, 3 s (A1 T W A S , .  . ) 'et  
20 w 

S020 w 
= 10 ,8  s (Al T VAN. . . ), Le poids moléculaire de  cette der  - 

nière  fraction est  Mo 
20 w 

= 370 O00 (+ 15  O / o ) .  - 

L'étude immunoélectrophorétique bidimensionnelle 

réalisée avec les immunsérums anti-Al correspondants montre la 

présence d'un a r c  (fig. 13). Le déterminant antigénique n 'es t  donc - 
pas  détruit par  l'hydrolyse trypsique, 

2 )  Action successive de la trypsine, de la  papaine et  de la . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La fraction Al  T (WAS. . . ) es t  hydrolysée par la 





mercuripapaine pendant 48 h à 37°C puis par  la  pronase pendant 

24 h à 37°C. L'hydrolysat est centrifugé et le surnageant obtenu 

es t  précipité par de l'éthanol absolu, Le précipité est a lo r s  remis  

en solution et déposé sur la colonne de Sephadex G 100 équilibrée 

et éluée avec de l 'acide acétique 0 , l  - M. On n'obtient q u ' m e  seule 

fraction glycopeptidique exclue de la colonne ( A 1  PP). 

La composition chimique de cette fraction es t  peu 

différente des mucines A l  (tableau XV). Le seul  acide a m k é  re t rou-  

vé en position N-terminale est  toujours l'arginine. Leur  taille mo-  

léculaire étudiée par ultracentrifugation n'est pas réduite (SO - - 
20 w 

11, 6 S I .  
L'étude immunoélectrophorétique bidimensionnelle 

montre qu'il n'y a plus d 'arc révélé par l 'immunsérüm anti-Al c o r -  

respondant, Le déterminant antigénique est  donc détrui-c pa r  zctioiis 

successives de la  trypsine, de la papaine et de la proriase. - 

3 )  Action de la pronase : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La fraction A l  T (VAN, . . ) es t  hydrolysée par  la 

pronase pendant 24 h à 37°C. La solution es t  lyophilisée e t  soumise 

à une chromatographie s u r  colonne de Sephadex Cr 1 0 0  (fig, 12) .  

Une fraction glycopeptidique (Al P) es t  exclue de 

la colonne et séparée d'une fraction réagissant avec la ninhydrine 

qui, elle,  est éluée plus tardivement de la colonne (A2 P). 

En électrophorèse à pH 8 , 2 ,  la fraction A 1 P  es t  

homogène et a une mobilité identique a.ux mucines A l  (VAN. . . ) 
(fig. 13) .  

Cette fraction Al P a la  meme activité de groupe 

sanguin que les mucines A l  (VAN,. . ) et la même composition glu- 

cidique (tableaux XVI et X E ) .  Sa composition en acides aminés es t  

légèreinent modifiée (tableau XVIIX), 



P a r  contre, l'ailginiile est  encore le seul  acide aminé 

identifiable en position N-terminale, a.lors que ].es acides aminés 

persistants apr&s hydrazînolyse sont maintenant l'alanine et la thré - 

onine, avec lu  sérine et le  glycocolle. 

En ultracentrifugation, cette fraction s e  présente 

sous la forme d'un pic légèrement asymétrique dont la constante de 

sédimentation SO 
20 w = 11, 6 S. Son poids moléculaire es t  de 

L'étude immunoélectrophorétique en deux dimen - 
sions effectuée avec l'irnmuns6rum an t i f I l  (VAN,. . ) ne permet plus 

de révéler un a r c  de précipitation (fig, 13). 

Le déterminant antigénique es t  donc détruit  par  

action successive de la trypsine et de la pronase, 

La fraction A2 P es t  dessalée s u r  une colonne de 

résine mixte AG 501 x 8 (Biorad) et lyophilisée. La composition 

glucidique effectuée en chromatographie phase gazeuse s u r  les t r a -  

ces  de matérie1,récupérées montre qu'elle renferme du fucose, du 

galactose, de la N-acétyl-glucosamine et  de la N -acétyl-galactosa - 

mine dans les rapports molaires 1; 2; 0,8; 1 ,  

B -  RECHERCHE D'UNE COMPOSANTE GLUCIDIQUE DANS LE SI- --------------------------------------------- 
TE ANTIGENIQUE DES MUCJATES NEUTRES : .............................. 

1 ) Oxydation periodique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les mucines Al sont soumises à une oxydation 

periodique pendant 24 h à 4°C puis réduites par du borohydrure de 

sodium pendant 1 6 h à 4°C. La solution es t  ensuite acidifiée juçqu'à 

pH 5 et soumise à une chromatographie s u r  une colonne de  G 100 

dans l'acide acétique O, 1 M (fig, 12). Urie fraction réagit a17ec l ' o r -  - 
cinol, elle es t  exclue de la  colonne et lyophilisée, L'étude immurio- 



électrophorétique de cette fraction (A1 G O )  en double dimension 

montre qu 'elle n 'es t  plus révélée par l ' immunsérum anti A l  co r r e s  

pondant (fig. 13). 

L'oxydation periodique détruit donc le s i t e  anti- 

génique des mucines A l ,  

2 )  Action de la  galactose oxydase et  oxydation par l e  brome : 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - , - - -  

Les mucines Al sont dissoutes dans du tampnn 

phosphate de sodium 0, 075 M de pH 7, O et soumises à l'action de - 
la galactose oxydase pendant 24 h à 37°C. Après addition de  carbo- 

nate de calcium, du brome est  ajouté, Le mélange est gardé Pen- 

dant 24 h à température du laboratoire et à l'obscurité, et  le p r é -  

cipité formé est solubilisé par  addition d'acide chlorhydriqi~e 1 M. - 
Cette solution est  ensuite lyophilisée et soumise à une chromato- 

graphie s u r  une colonne de Sephadex G 100 dans l'acide acétique 

0 , l  M. Les mucii~es oxydées réagissant avec l 'orcinol ( A O )  sont - 
exclues de la colonne (fig, 12)  et lyophilisées, Cette fraction es t  

homogène en électrophorèse à pH 8,2  mais s a  mobilité e s t  plus 

anodique que celle de la fraction Al  (fig, 13), Elle n'est plus révé-  

lée par l ' immunsérum anti-A1 correspondant, 

L'action de la galactose oxydase et du brome ne 

permet plus de révéler  le s i te  antigénique des mucines Al. par  i m -  

3) Recherche d'un déterminant antigénique analogue aux subs - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tances de groupe : - - - - - - - - - - - - - - -  

Le déterminant antigénique contenu dans la fraction 

A l  pourrait e t re  de nature glucidique puisqu'il es t  détruit par  oxyda- 

tion prriodique ou par oxydation pa.r la galactose oxydase e t  le  brome 

Afin de voir s'il n'y avait pas identité entre le déterminalit des muci-  



nes bronchiques neutres et certains déterminants erytlirocytaires 

de groupe sanguin, l'immuilsérum anti-Al (VAN,.  . ) a é té  épuj.si: 

avec des globules rouges humains A ou O, ou des globules rouges 

de mouton, 

Après immunoélecti~ophorèse en double dimension 

de la fraction Al avec les immunsérums an t iA l  épuisés pa r  les dif- 

férents types de globules, l'ai-c est  toujours présent. 

I l  n'y a donc pas dans cette fraction A l  (VAN. . . ) 
de déterminant antigénique ayant la structure des antigènes de grou - 

pe sanguin A,  H ou de l'antigène de Forssman, 

L'importance de la partie peptidique de déterrni- 

nant antigénique des mucines bronchiques neutres a été étudiée: en 

soumettant ces  mucines soit à l 'action successive de la trypsine, 

de la papaine et de la pronase, soit à l'action de la trypsine et d e  

la pronase. 

La chromatographie de gel filtration de chaque hy-. 

drolysat s u r  Sephadex G 100 a permis de séparer  deux types de f r a c -  

tions : les  unes de masse  moléculaire élevée sont exclues de la co- 

lonne, les  autres de poids moléculaire inférieur contiennerit des 

produits de protéolyse, 

Le matériel  exclu de la  colonne Al T, A l  PP et 

hl  P réagit avec l 'orcinol et renferme des glycopeptides ayant l a  

meme composition chimique et le méme acide aminé en position N- 

terminale que les  mucines Al .  L'hydrazynolyse des m u c h e s  A l  

(VAN. . . ) et  des  glycopeptides correspondants A l  T et A l  P montre 

que les trois  fractions renferment du glycocolle et  de l a  sé r ine ,  c e -  

pendant on trouve de la thréonine dans la fraction Al ,  de l a  lysine 

dans la fraction Al T, de l'alanine et de la thréonine dans la f rac -  

tion Al P. Les acides aminés C -terminaux identifiks dans les  t ro is  



fractions sont donc différents, Les glycopeptides A l  T e t  A l  P sont 

toujours doués d'activité de groupe sanguin, ce qui e s t  en accord 

avec les résultats obtenus avec une glycoprotéine de groupe sangujli 

isolé de liquides de kyste ovarien (PUSZTA1 ET MORGAN, 1 9 6 1 ) ,  

(DONALD, 1973).  

La fraction de masse moléculaire plus faible con- 

tient des t races  de substances réagissant t r è s  peu avec l 'orcinol,  

mais présentant une réactivité importante à la ninhydrine. 

La t r è s  faible différence entre les masses  111016.- 

culaires des  mucines A l  et des glycopeptides A l  T et -41 P, l ' iden- 

tité de l 'acide aminé N-terminal dans chaque fraction e t  la modifi-- 

cation de leur acide aminé C-terminal  montre que les deux hydro- 

lyses (trypsine e t  pronase) ont agi successiverrtcnt sur  un fragment 
v 

de la molécule situé dans la partie C-terminale. DONALD, (1973) 

a montré que la digestion pronasique de plusieurs substances de 

groupes sangclins isolées des liquides de kyste ovarien reduisait  

la taille moléculaire de ces  glycoprotCines en coupant l a  chaîne pep- 

tidique dans les  zones où elle n 'est  pas glycosylée. En ge l  filtration, 

l e  matériel  qui résistai t  au traitement enzymatique avait un profil. 

d'élution identique (DONALD, 1973) .  Cependant, la masse  molécu- 

la i re  de c e s  fractions était beaucoup plus élevée que cel le des f r a c -  

tions A l  T et A l  P. 

La légère augmentation du coefficient de sédimen - 
tation des mucines bronchiques hydrolysées après  action d e  la t ryp-  

sine (Al  T) puis après  action successive de la papaine et  d e  la  p ro-  

nase  (Al PP) ou de la pronase seule ( A l  P)  montre que l e s  hydrolyses 

provoquent des modifications dans la conformation des inucines, en 

leur  conférant peut ê t r e  une forme plus ramassée ,  

Le si te  antigénique desmucines n'est pas détruit 

pa r  la trypsine mais disparaît après  action successive de l a  papaine 



et la pronase ou de la pronase, il est donc constitué essentiellement, 

de séquences peptidiques, 

Une relation entre  le  déterminant aritigéniqiie 

et une activité de substances de groupe sanguin A ou H OLI encore une 

activité de type Forsrrnan ne peut e t re  retenue poim deux raisons : 

a - les  mucines A l  et les  glycopeptides ont la meme activité 

de groupe sanguin A e t  H. 

b - les immunsérums sa turés  avec des globules rouges humain: 

ou des globules rouges de mouton précipiterit encore l e s  

mucines A l ,  

Cependant, des résidus osidiques pouvaieilt 

aussi  en t re r  dans la constitution du si te  antigénique ; c ' e s t  poui.quoi 

les mucines ont été soumises soit à une oxydation periodique, soic a 

une oxydation par  la galactose oxydase et le brome. Les muciries 

oxydées par  l'acide periodique ne sont plus capables de réag i r  avec 

l 'immunsérum. De meme, l'action successive de la galactose oxy- 

dase et du brome détruit la réactivité irnmunologique, siiggérant que  

des résidus de galactose et (ou) de N-acétyl-galactosamine font par - 

tie du déterminant antigénique, 

Ces résultats semblent démontrer que l e s  m u .  

cines bronchiques neutres possèderit un déterminant antigénique, sittic 

dans la partie C -terminale de l 'axe peptidique qui contient auss i  des  

glyc ann e S. 

On peut rappeler à ce propos que l e  détermi. 

nant antigénique des mucines sous -maxillaires ovines désialidées 

comprend à la fois le  résidu de N-acétyl-galactosamine engagé dans 

une liaison O-glycosyl avec un acide aminé hÿdroxylé et quelques ré--  

sidus d'acides aminés voisins du point de brônchement (GOTT- 

SCHALK e t  Coll. ,  19'71). 



Les résultats obtenus sur les mucines bronchiques 

neutres d'activité H dans la première partie de notre t ravai l  rnon- 

trent que ces molécules comporbtent par  rapport aux autres  fractions 

de rnucines un nombre de c h a k e s  glycanniqiles plus restrêirit ,  En 

supposant que les inucines bronchiques neutres possèdwi; une act i-  

vit6 de groupe sanguin A,  ont -elles aussi  un degré de glycosylztion 

assez  faible, les résultats de l'étude immunologique permettraient 

de soulever l'hypothèse que les mucines neutres sont moins forte-  

ment glycosylées du côte C-terrr~inal de la molécule qui e s t  assez  

facilement dégradé par les enzymes protéolytiques, 

Toutefois, 011 ne peut complètement él iminer 

l'hypothèse selon laquelle le déterminant antigénique s e r a i t  situé 

s u r  une partie de la molécule non dégradée par  l 'action des  enzy- 

mes protéolytiques, mais dont la corlformation se ra i t  bouleversée 

par la  protéolyse de la partie C -terminale des rnucines, 

IV - ROLE D'ADJUVANT IMMUNITAIRE DES MUCINES BROKCHIQCES 

HUMAINES : 

Lors de llimm.unisation des lapins, soit  avec les 

préparations de rnucines S 6 B (WAS. . . ) soit avec les mucines A l  (LVAS. , . 
ou A l  (VAN. . . ) nous avons vu que le lapin était capable de synthétiser 

des anticorps contre les mucines mais aussi qulil  était auss i  capable de 

fabriquer des anticorps dirigés contre les t races  de protéides contami- 

nant les  différentes préparations de rnucines telles que l a  sérum-albumi- 

ne, les  immunoglobulines et  la bronchotransferrine, 

Les rnucines pourraient peut-et r e jouer tui ra le  

d'adjuvant im,munitaire pour ces  contaminants, Pour vérifier cet te  hy- 



th&se, le rôle d'adjuvant immunitaire des rnucines à l 'égard des  pro- 

téines sériques a été recherché et comparé à celui de l'adjuvant com- 

plet de Freund, 

Deux groupes de lapins ont reçu m e  meme quanti16 

de sé rum l-iurnain normal préalablement mélangé, soit avec l'adjuvant de 

Freund, soit avec des rnucines bronchiques neutres A l  (W4R. . . ) isolées 

à par t i r  de l'expectoration d'un sujet de groupe sanguin H a t t e h t  de bron- 

chite chronique. Un troisième groupe servant  dc con1.i-ôle n'a reçu q u e  

des mucines bronchiques Al  (MAR..  . ). 
Deux lapins (groupe 1) ont recu chacun deux injec -- 

tions intramusculaires d'un mélange de O, 5 m l  dladjtivant complet de 

Freund et de 0, 5 m l  de sérum humain normal dialysé, 1yophili.sé et re-  

mis en solution dans 0, 5 m l  de solution de chloriiiae d e  sodium à 9 p* 

1 000. 

Trois  lapins (groupe II) ont reçu chacun deux in - 
jections d'un mélange de 3 mg de mucines bronchiques et d e  0, 5 mg de 

sé rum humain lyophilisé dissous dans 1 ml  de chlorure de sodi~zm à 

9 p. 1000. 

Deux lapins (groupe III) ont reçu chacun deux in - 
jections d'un mélange de 3 mg de mucines bronchiques dissous dans 

0 , 5  m l  de chlorure de sodium à 9 p, 1000 . 
Les injections ont été séparées par un intervalle 

de t ro is  semaines et le sérum de chaque animal a été prélevé t ro i s  s e -  

maines après  la  deuxième injection, 

Les  immunsérums obtenus ont été étudiés en irn- 

munoélectrophorèse bidimensionnelle en utilisant un rapport antigène/ 

immunsérum identique (soit respectivement 10 à 20 microgrammes de 

protéines du sérum pour 0 , s  ou 1 m l  d'immunsérum de lapin), 

Les sérums prélevés chez les lapins de groupe IIT, 



qui n'ont reçu que des mucines, n'ont pas permis de révéler  la  moindre 

t race  de protéines sériques huinabîes. On peut considérer que c e s  mu- 

cines bronchiques sont pures, 

Les immunsérums prélevés chez les lapins de 

groupe 1 qui ont reçu le mélange sérum humain-adjuvant de F'reund 

permettent de révéler  la sérum-albumine el  une fraction globulinique 

de mobilité 2 (fig, 14).  

Les immunsérums prélevés chez les  t ro i s  lapins 

du groupe II qui ont reçu le mélange sérum humain-mucines bronchiques 

permettent de revéler  la sérum-aibumine et 5 fractions globuliniques 

(fig. 14) .  Avec le sérum de l'un des lapins, le pic correspondant à I 'ai- 

bumine observé en immunoélectrophorèse (fig. 1 4 )  est partie uliè rement 

petit : ceci signifie que le t i t re  des anticorps anti-albuinine du sérum c ic  

ce lapin est  particulièrement élevé. 

Les  mucines bi-onchiaues hurnai.nes neutres  uossh - 
dent à l 'égard de certaines nrotéines du sérum humain. un r61e d'adiu- 

vant immunitaire supérieur à celui de l'adjuvant corriplet de Freund,  





c O N C  L U S I O N  - - - - - - - - - - - _  



En conclusion, cette étude de l'antigénicite 

des mucines bronchiques humaines neutres a permis de met t re  en év i -  

dence plusieurs points, 

1 - Les mucines -- bronchiques humaines neutres sont difficiles ii p u r i f i e r  : --- 

En effet, en utilisant un protocole de  fractioiz- 

nement comportant successivement une chromatographie su r  Ecteola - 

cellulose, deux étapes chromatographiques s u r  Sepharose 2 B et 6 E, 

puis une chromatographie s u r  carboxy-méthyl-cellulose, on obtient des 

mucines neutres qui ont une composition chimique t r è s  particulière et 

voisine de celle des substances de groupe sanguin dont elles possèdexli 

aussi  l 'activité. 

L'électrophorèse en gélose, l 'ul trac entrifugs - 

tion, la détection d'un seul  acide aminé N -terminal par  dansylation s e m  - 
blent indiquer la pureté de ces mucines. La détection de plusieurs acides 

aminés après  hydrazinolyse semble cependant indiquer une certaine héte- 

rogénéité de ces  molécules. En outre, si l'immunisation de lapins par  Les 

mucines neutres démontre l 'existence d'un s i te  antigénique semblant bien 



appartenir aux mucines, elle montre aussi  que ces molécules sont encore 

souillées par des t races  de contaminants (albumine, bronchotransferrine, 

immunoglobulines) dont la taille moléculaire es t  inférieure à celle des 

mucines qui, théoriqcement, avaient cl0 e t re  éliminées lors  de l 'étape 

de gel filtration s c r  Sepharose 6B et  qui sont peut e t re  adsorbées s u r  les 

mucines. 

II - Le déterminant antigénique révélé par l es  immunsérums préparés  

à ~ a r t i r  des mucines neutres est retrouvé dans les cellules muaueuses 

bronchiques humaines normzles : 

Si on considère que les  mucines bronchiques 

neutres ne représentent pas une population de molécules normalemeri_t 

sécrétées par une muqueuse bronchique saine, on peut s e  deinander pcur-  

quoi le site antigénique des mucines neutres est  détecté dans l e s  cellu- 

les d'une muqueuse normale, Il  est  possible que les nlucines neutres r e -  

présentent soit des produits de dégradation, soit plus vra isen~blahl  enlent 

des produits dont la synthèse glycannique est incomplète. 

III - Les faibles quantités d'immunsérums obtenus - n'ont pas permis  la 

poursuite de notre étude s u r  l'antigénicité des mucines neutres.  

En effet, l'emploi de la chromatographie d 'af-  

finité, au moyen d'anticorps antimucines insolubilisés auraient peut-et re 

permis de distinguer, au sein des mucines neutres,  des molécules anti-  

géniques, et d'autres pas, 

IV - Le site antigénique des  mucines neutres présente une composante 

peptidique située au niveau de l 'extrémité C -terminale, 

Il  n 'es t  pas détruit par  3.a trypsine niais es t  

dégradé par l'action de la piaonase, enzymes qui laissent intacte la part ie  



N-terminale des mucines, Il faut remarquer que l'action de c e s  enzymes 

protéolytiques entraîne aussi une modification de la conformation des 

mucines qui s e  traduit par  une augmentation de la constailte de  sédirnen- 

tation, 

Des glycannes interviennent a u s s i  peut e0i;re dans 

cette propriété puisque la destruction des glycannes par  oxydation perio- 

dique ou traiternent par la galactose oxydase et  le brome modifie l 'act i-  

vité antigénique. 

V - Les mucines broiichiques neutres jouent pour certaines protéines st3 - -- ----me 

riques humaines, un r6le d'adjuvant immunitaire plus puissant que c el.ui 

de l'adiuvant com~l .e t  de Freund 

On ne sa i t  pas encore si les rnucines acides posse- 

dent auss i  cette propriéte de stimulation imrnunjtaire, Si t e l  étai t  le  c a s ,  

les  fonctions des mucines dans la d6fense de la muqueuse bronchique h u -  

maine pourraient e t re  multiples (r61e de protection, stirnulatiori des dé - 
fenses immunitaires à l 'égard des protéines étrangères) ,  

On ne sa i t  pas non plus si dans certaines bronchi- 

tes  chroniqües, la présence dans 1.a sécrétion bronchique de molécules 

dont les  chaînes glycanniques sont dégrad6es sous l'influence des  enzy- 

mes bactériens , ou au contraire, incomplètement synthétisées, peut 

ê t re  à l'origine de désordres auto-immunitaires selon un mécanisme un 

peu analogue à celui qui a été évoqué dans les  cas  de thyroidites chroni- 

ques (HAUROWITZ, 1968).  



T R O I S I E  M E  P A R T I E  

AFFINITE  DES LECTINES POUR LES MUCINES BRONCHIQUES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

E T  POUR LA MUQUEUSE BRONCHIQUE HUMAINE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  



I N T R O D U C T I O N  - - - - - - - - - - - - - -  



La classification des mucines bronchiques, pro- 

posée à la  fin de la  première partie de ce travail montïe,  qu'en plus de  

la diversité des caractères  d'acidité, les  mucines neutres (Al  ) iaible - 
ment acides (Bb) et acides ( C l  b, C2 b et CS b) pouvaient se  différen- 

c ier  l es  unes des autres par le  nombre et la lllongueur nloyenneil de 

leurs chaînes glycanniques, Seules, les  m~icines A l  sont antigéiiiy~ïi-s 

chez le lapin et leur déterminant antigénique peut e t re  localisé dans les 

glandes muqueuses de la muqueuse bronchique humaine. 

L'utilisation des lectines (BOYD et SHAPLEIGH, 

1954a) nous est  a lors  apparue opportune. En effet, les lectines, protéi- 

nes et glycoprotéines isolkes du règne végétal ou animal sont douées de 

nombreuses propriétes (SHARON et LIS, 1972)  ;(LIS e t  SHARON, 1973)  ; 

(NICOLSON, 1 9 7 4  a). Elles agglutinent des cellules, érythrocytes ou 

autres cellules animales. Certaines servent à typer l e s  groupes sanguins 

et permettent de réal iser  des études structurales s u r  l e s  substances de 

groupe sanguin, D'autres lectines sont capables de différencier l e s  ce l -  

lules normales des cellules tumorales, Quelques unes sont meme mito- 

géniques, Toutes ces propriétés sont dues,au fait que les  lectines sont 

capables de réagir  avec certaines structures glycanniques apparte - 



nant à des glycoconjugués des membranes  cel lulaires  (SHARON e t  LIS, 

1972) .  L'emploi de  la chromatographie d'affinité au moyen de lect ines  

insolubil.isées s u r  des  ge ls  a p e r m i s  d ' i so ler  des  glycoprotéines,  des  

oligosaccharides et  des  polyssacharides.  

De plus, au niveau t i ssu la i re ,  il e s t  possible  d e  

me t t r e  en évidence les  interactions des lectines avec des  s t r u c t u r e s  

glycanniques, so i t  p a r  microscopie optique, soi t  p a r  microscopie  é l ec -  

tronique (BERNHARD e t  AVRAMEAS, 1971) .  

Nous avons en t r ep r i s  une étude de l 'affinité de 

huit lectines (lectines de ricin,  d e  l a  cacahuète,  de soja ,  du g e r m e  de 

blé, d e  la fève-Jack, du genét épineux et du lot ier  co rn ic i~ lé )  poux- les  

éléments  glucidiques entrant  dans la s t ruc tu res  des  chafines glycanni- 

ques des  rnucines bronchiques, L'objectif de c e  t r ava i l  a été d e  p réc i -  

s e r  l'affinité des  différents types de rnucines précédemment  déc r i t s  

pour l e s  lectines dont nous disposions,  

Nous avons a u s s i  é té  amenés  à entreprei idre  l a  

purification des rnucines bronchiques par chromatographie d'affinité, 

L e s  résu l ta t s  obtenus s u r  l e s  mucines nous ont 

ensuite incités à compare r  l 'affinité des  différentes lectines pour  les  

cel lules  de l a  muqueuse bronchique humaine normale,  



R E S U L T A T S  - - - - - - - - - - -  



I - I)ESCRI127'ION DES L,ECTJNCS Url'ILISEES : - 
A - HEh4AGGLUTINE 1 DU GENET E'PINEUX (IJlex Europeuç) : -_-_-__----------------------------------- 

Cette lectine est prépârée à part ir  des graines de  

genet épineux (GORSE PKYTOHE R.TAGGLUTININ) selon la méthode 

décrite par  OSAVIA et MATSUA40rI'0 (1 972)  modiliee par l'utilisation 

d'une chromatographie d'affinité s u r  une colonne dlEpoxy-Sepharose 

couplée à du fucose (VREBLAD, 1976). 

L'hémagglutinine 1 isolée des graines de genet 

épineux dont l 'extrait brut était déjà utilisé par BOYD et SHAPLEIGK 

en 1954 pour le diagnostic des sécré teurs  et la. déterminatioil des 

sous-groupes sanguins A et  AB, a une spécifité pour le  fucose (IWIT- 

SUMOTO et OSAWA, 1969) et peut donc e t re  utilisée pour la mise  en 

évidence de ce sucre  au sein des gly-coco~jugués, 

B - LECTINE DU LO'I'IER CORNIC'CTLE ........................... (Lotus Tetragonobbus) ------- : 

La lectine du lotier corniculé (L  fucose binding 

Protéins) utilisée est  une préparation commerciale (Miles Laboratories , 

Kankakae, Illinois, 60901 ). 

Cette lectine présente une spécifi'ié pour les ia6si- 

dus dld\ L-fucose (n4ORGAN et  WATKINS, 1953) (SPRINGEK e t  WILLIAIkI 

SON, 1962) et réagit avec toutes l es  substances de groupe sanguin d ~ z  s y s  - 

tème AB0 (NAPIER e t  Coll, , 1974). 

La mise en évidence de résidus de fucose petit donc 

e t r e  réal isée par l'emploi de cette lectine (NEWMAN et KABAS, 1976h) 

(PEREIRA et KABAT, 1976). 

C - LECTINE DE GERME DE BLE (Tiiticum Vulsaris) --- : 

La lectine de germe de blé (WHEAT GERM AGGLIJ 

TININ ou WGA) a été préparée par chromatographie d'affinité s u r  une 



colonne de Sepharose -(E -aminocaproyl)iB. D. N. acétyl-glucosarnii~o - 
pyranosylamine selon la technique d e  ALLEX et  Coll. (1973) e t  nous 

a é t é  aimablement fournie p a r  le  Docteur H. DEBRAY, 

Cette lectine a la propriété  d e  s e  l i e r  A des scruc- 

t u r e s  oligosaccharidiques contenant de la N-acétyl-glucosamine tels q u ~  

l e  chitobiose, ou l e  chi totr iose (BTJRGER, 1 9  69) ; (NAGATA,et BURC;ER, 

1972) ; (ALLEN et Coll, , 1973). Cependant, récemment  GREENAWAY 

et LEVINE (1 973) ont montré  que la lectine de  g e r m e  de bl6 avait  un s i t e  

de  l iaison pour uns moléciile de N-acétyl-glucosamine et un a u t r e  s i t e  

pour l 'acide N -acétyl-neuraminique, 

L a  lectine du ge rme  de  blé peut donc être  uti1isri.e 

pour l a  recherche  de rés idus  de N-a-cétyl-glucosamine et  d 'ac ide  W -aeétyl 

neuraminique appartenant à des s t r u c t ~ i r e s  glycanniques, 

D - LECTINE DU SOJA (Glycine Max) : ------------------ ------- 

L a  lectine du so ja  (SOYA BEAN AGGLUTININ o u  

S. B .A.  ) a été p répa rée  p a r  chromatographie d'affinité sur une colonne 

de Sepharose N -(t.aminocaproyl) -PD galactopyranosylainine se lon  le  p r o  - 
tocole décri t  p a r  GORDON et  Coll. (1972) e t  nous a é t é  aimablenlent four-  

nie p a r  l e  Docteur H, DEBRAY, 

La  lectine du so ja  montre  une spécifi té pour  des  

molécules contenant des rés idus  de N-acétyl-galactosamine ou  de galac - 
tose en position te rminale  non réductr ice (LIS et Coll . ,  1970)  ; (LIS e t  

SHARON, 1973). E l l e  peut donc e t r e  uti l isée pour la  détection de  t e l s  

rés idus  dans l e s  s t ruc tu res  glycanniques, 

E - LECTINES DU RICIN (Ricinus cornmunis) : -----.-------------------------- 



1) Préparat ion des lectines de Ricinus CoAmmunis : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L e s  lectines de Ricinus Communis ont été p répa -  -- 
r é e s  selon le protocole décr i t  par  TOMITA et Coll. , 1 9 7 2 )  : f rac  - 
tionnement au sulfate d'ammonium et chromatographie d'affinité 

s u r  une colonne de Sepharose 4B. 

2 )  Fractionnement des lectines de Ricinus Cornmunis : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . * -  

La fraction de lectines éluée de l a  colonne de 

Sepharose 4B es t  a l o r s  soumise à une chromatographie de ge l  f i l -  

t ration s u r  une colonne de Sephadex G 1 5 0  équilibrée et  él.iiée par  

un tampon phospllate de sodium 0, 005 - M, O, 1 - M en chlorure  de 

sodium, de pH 7, O ; on sépa re  ainsi  3 fractions : une fraction FI ,  

exclue de l a  colonne e t  dépourvue d'activité agglutinante pour l e s  

globules rouges humains de groupe sanguin I; el deux fract ions F 2  

e t  F3,dont l'élution est  re tardée  et qui sont capables d'agglutiner 

l e s  globules rouges B (fig, 15 ). 

3)  Propr ié tés  des  lectines obtenues : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a )  ultracentrifugation : - - - - - - - - - - - - - - -  

l e s  deux fractions F 2  e t  F3 p g  'présentent sous  la  forme de p ics  symé - 

t r iques e t  l e s  valeurs  de 'la constante de sédimentation S O  sont  r e s -  
20  w 

pectivement de 6, 8 et  4, 9 S. 

b) Composition en acides aminés : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

la composition en acides aminés des fractions F 2  e t  F 3  e s t  r ep résen tée  

s u r  l e  tableau XX. Les  deux fractions sont ca rac té r i sées  p a r  une r i c h e s -  

s e  en acides aminés dicarboxyliques : acide aspartique e t  ac ide  glutami- 

que ainsi  qu'en ser ine ,  glycocolle, alanine e t  threonine, 



CMC (21 

CII( 

volume (mi ) 



I -. 
F2 F2 b 

- agglutini - - 
ne RCAIxx F3 F3 b toxine x RCAU xx 

Asp 18,35 10.83 11.12 11.8'8 11.11 12. 04 12.62 12.09 

T hr 7.43 7. 61 7. 26 7. 38 6. 33 6.72 7.00 6.95 

Ser 8.76 8.41 7.17 6.86 10.39 8. 69 6.74 6.81 

Glu 11,86 1 O. 07 8. 38 9.86 11.56 10.30 9.63 9.81 

Pro 6, 38 5,76 5.41 5. 31 5.18 5. 54 5.48 4.91 

GlY @,27 8.07 6. 70 7.02 9. 98 8.16 7.13 7.01 

A h  7.78 6.90 5. 52 6.40 8. O1 7.55 7. 38 

1 /2 Cys 1, 62 1.69 1.77 9.83 1.23 1.82 9.81 

Val _ , b, 54 6. 68 5. 85 6. 12 5. 65 5.21 5.59 

Met 1.27 1.05 1.23 0.66 1.08 0. 95 O. 78 

Ile 43.46 6.95 7.23 6.70 5.92 6.95 6.30 

Leu fa 8.56 8.13 8.23 7, 65 9.09 8,45 

TF 8,OO 3.39 4.41 2.30 3.58 4.12 4.32 2.68 

Phe 3. 79 3. 67 4. 62 3.46 3. 07 3.17 3. 63 3.27 

LYS 3.. 22 2-82 4. 56 2.34 2.49 2.39 1.27 1.74 

His 1.89 1.52 1. 68 1.12 1.28 1.33 3.26 0.99 

~ r g  & O 9  6. O0 7.14 5. 31 5.49 6.40 6.10 8.25 

T ~ P  Nt,. D. N, D. 1.74 N. D. N. D. N. D. 1.27 N. D. 

TABLEAU 2CX' :'B.tu&e comparative de la composition F2, F2 b, F3 et F3 b et 
&es autres préparations de lectines 

Les r6sultztls &E- f3xprs2m4s en nombre de residus 

' La composititm e& 4iticides aminés a été déterminee sur auto analyseur Technicon, 
x : GURTLEB et HORSTMANN (1973) 

xx : NICOLASOH et, COU. (1 974 b) 



c )  détermination des acides aminés en position ru'-terminale : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Après dansylation, on constate que la  fraction F2 cornporte plusieurs 

acides aminés N-terminaux : glycocolle, serine,  alanine et phénykla-  

nine, tandis que la fraction F3 cornporte deux acides N-terminaux ma - 
jeurs : glycocolle et serine ainsi que des traces d'alanine, de phényl - 
alanine, de proline et  de levlcine ou cirisoleucine. 

4)  Purification des lectines de Ricinus Ccmmunis : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a )  chromatographie d'échange ionique s u r  carboxymétk 1-cellulose : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - IY .. - - - - - - - 

La présence de plusieurs acides aminés en position N-terminale dans 

les fractions F2 et F3 a nécessité cette étape chromatographique supplé-  

mentaire, 

Les fractions F2 e t  F3 sont soiimises à une chromatographie s u r  une C O -  

lonne de Carboxyméthyl-cellulose équilibrée et éluée par un tampon acé - 
tate de sodium O, 05 NI de pH 5, 5, ce  qui permet d'éliminer pour chaque - 
fraction F 2  et F3, une petite fraction non retenue s u r  la coloi-me et  de-  

pourvue d'activité agglutinante (F2 a et F3 a) .  L'élution de la colonne 

par un gradient linéaire de chlorure de potassium de O à 0, 6 hl dans le - 
meme tampon permet dléluer les fractions de lectines F2 b et F3 b (fig. 

15  1. 

b) propriétés des lectines purifiées : 

. E_ig c t_r-opPhqrè-sSee - e %te- b g -c-e-l_i_lu los-e- : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'étude électrophorétique des fractions de lectines F 2  b et F3 b, en acé-  

tate de cellulose à pH 8, 6 montre que les  deux fractions sont bien révé  - 
lées par l'amidoschwarz et légèrement révélées par  l e  réactif de Schiff 

après  oxydation periodique, que la fraction F 2 ' b  a une mobilité légère-  

ment plus cathodique que la fraction F3 b et enfin, la fraction F 3  b est  16- 

gèremeni contaminée par la fraction F2 b . 



En électrophorèse s u r  gel de polyacrylarnide, la fraction F3 b se  pr6sen- 

te sous la forme d'une bande homogène révélée par le bleu Coomassie 

et faiblement par le réactif de Schiff après  oxydation periodique. La f rac -  

tion F3 b apparaît sous la forme de plusieurs bandes : une par t ie  de ce t -  

te fraction ne pénètre pas dans le gel  et res te  au point de dép6t. Elle 

es t  bien révélée par le bleu Coornassie et plus faiblement pa r  l e  P. A.  S. 

On trouve ensuite deux bandes qui pénètr-ent dans le gel  et qui sont bien 

révélées par le bleu Coomassie et  faiblement colorées par le  P. A. S. 
1 

puis deux fines bandes mieux colorées par le P. A,  S, que les  deux p ré -  1 
cédentes et enfin, une bande possédant la memc mobilité que la fraction 

F3 b. 

- la composition en acides aminés des deux fractions F 2  b et F3 b 

(tableau XX) es t  sensiblement identique à celle des deux fractions F2 et  

F3. 

- la composition glucidique des deux fractions F2 b et F3 b (tableau 

XXI) s e  caractér ise  par la présence de N-acétyl-glucosamine, de man- 

nose et de fucose, On trouve aussi  s u r  1.e chromatogramme des  pics a.yarit 

les memes temps de rétention que ceux des méthyl-glycosides tr imethyl-  

silylés du xylose et du rhamnose, Il  existe auss i  un peu de glucose qui 

provient peut-etre d'une contamination apparue lors  de l 'étape chromato- 

graphique s u r  carboxyméthyl-cellulose. 

Détermination des acides aminés en position N -terminale : - - - - - - - - -_- - - - -_-_ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

P a r  dansylation, on ne décèle dans chacune des deux fractions, que deux 

acides aminés en position IV-terminale : la serine e t  le  glycocolle, Dans 

les fractions F2 a et F3 a,non retenues s u r  carboxymethyl-cellulose, ori ( 



TABLEAU XXI : 

Composition chimique des fractions F2b et F3 b 

F2b F 3b 

Fucose O,  4 O, 2 

Mannose 3 , 9  3,2 

Glucose 0,  3 O, 3 

N -acétyl-glucosami- 
ne O, 9 

llRhamnosetl O, 3 traces 

ItXylo s e It 1 ,2  O, 7 

Acides Aminés 70, 6 72,5 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids sec, 



trouve a p r è s  dansylation et  hydrolyse,  de nombreux dansyl-aniino - 
acides correspondant à l 'acide aspart ique,  l 'acide glutamique, la  s e r i n e ,  

l e  glycocolle, l a  threonine, la phénylalanine et l 'alanine pogr la. f r ac tb r i  

F 2  a e t  de l 'acide aspart ique,  l 'acide glutamique, la ser ine ,  l e  glycocolle 

la  phénylalanine, l 'alanine, la le~icirie, l ' isoleucine e t  la prol ine pour  12 

fraction F 3  a ,  

. Ele . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  cLc0p_herè-~e- sngc l bec okac-rxlamide _d_es-pr od uLts-Ge -r&d~z_c- 
tien des  fractions F 2  b et  F 3  b : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- l 'étude des lectines de Ricinus Communis a é té  coniplétée p a r  une - 
réduction de chaque fraction de lectines F 2  b et F 3  b (1 rrrg) pendant 

2 H à 37°C dans un mil l i l i t re  de tampon phosphate de sodium 0 ,01  - M de 

PI-1 7, O contenant 5 O/o de S. D. S. e t  1 $'O de J3-mercapto-éthanol et  p a r  1'6 - 
tude électrophorétique en g e l  de polyacrylamide de  50 mic ro l i t r e s  de ce t  - 
t e  solution, 

- dans la  fraction F 2  b, on me t  ainsi  en évidence deux bandes 

cipales ,  la plus rapide bien révélée pa r  l e  Bleu Cooi-riassic e t  faiblemen: 

colorée pa r  l e  réactif  de Schiff a p r è s  oxydation periodique, l a  plus lente  

révélée p a r  le  Bleu Coornassie e t  p a r  l e  réactif  de Scl-iiff ; il ex i s t e  a u s s i  

une bande mineure de mobilité intermédiaire .  

- l 'é lectrophorèse de  la  fraction F 3  b réduite ne  met en évidence 

que deux bandes. La  plus rapide a l a  m.éme rnohilite e t  les  m e m e s  c a r a c -  

t è r e s  tinctoriaux que la bande la plus rapide de la fraction F 2  b rédui te .  

La bande la  plus lente e s t  bien révélée p a r  l e  Bleu Coomassie  e t  l e  r é a c -  

t i f  de Schiff et  a une mobilité légèrement  infér ieure à celle d e  l a  bande 

in termédia i re  de  l a  fraction F2 b réduite,  

5) Conclusion : - - - - - - - - - - - -  

Deux fract ions de  lectines peuvent ê t r e  p r é p a r é e s  

à par t i r  de Ricinus Communis p a r  chromatographie d'affinité sui- 



Sepharose 4 B puis chromatographie de  ge l  perrnéatioil s u r  Sephadex 

G 1 5 0  qui pe rme t  dlélim.iner une petite fraction d e  haut poids molé - 
cula i re  pratiquement dépourvue d'activité agglutinante à l ' égard  d e s  1 
globules rouges humains, C e s  deux fi-actions 3'2 et F 3  son t  ana log~ ics '  

à ?a lectine RCA (NICOLSON et  Coll. , 1974 b)  o u  agglutinine (GUR- 
I 

TLER e t  1-IORSTMANN, 1873)Pt à la lectine RCAII (NICOLSON, 1974 b j  

ou toxine (GURTLE'R et HORSTMANN, 1973). 

C e s  deux fractions sont ensuite plirifiées p a r  c h r o -  1 
i 

matographie dt6change innique s u r -  colonne de carboxyméthyl-  
l 

1 
cellulose qui permet  encore d 'é l iminer  d e  petites fraction- ,,ans BC - 
tivité agglutinante, Ces  lectines purif iées  F 2  b et  F3 b s o n t  homo- 

gènes en ultracentrifugation e t  ont respect ivement  des  coiistantes 

de  sédimentation SO de  6 , 8  pour F 2  b et  d e  4,  9 pour F 3  b. 
20  w 

FUNATSU et  Coll, (1 071 c )  avaient t rouvé  une csrlç - 
tante de  sédimentation de 4, 64 pour la r ic ine D dépourvue d1activit4 

agglutinante (FUNATSU et  Coll. 1971 a ) ,  

Les  compositions e n  acides aininés de  c e s  deux 

fract ions sont voisines de ce l les  qui ont été précédemment  décr i tes  

(NICOLSON e t  Coll. 1974 b) ; (GURTLER e t  HORSTMANN, 1973) 

(FUNATSU e t  Coll, 1971 a) .  Toutefois, elles différent d e  la  compo- 

sit ion établie p a r  NICOLSON et Coll. (1974 b) p a r  une t e n e u r  plus 

faible e n  cyçtéine et  de tolztes l e s  compositions précédemment  r a p -  

por tées  p a r  une teneur plus élevée en s e r i n e  e t  e n  glycocolle 

(NICOLSON e t  Col l . ,  1974 b)  ; (GURTLER et HORSTMANN, 1973) ; 

(FUNATSU et Coll, , 1971 b).  Ceci  e s t  probablement da à la durée  

de  l 'hydrolyse chlorhydrique (8 h) uti l isée pour la détermination de  

c e s  deux acides aminés,  

Les  deux lectines purif iées  F 2  b e t  F3 b ne  contien- 

nent plus que deux acides aminés  en  position N-terminale  : l a  seririe 

e t  le  glycocolle. Il faut r e m a r q u e r  à c e  propos que l 'é tape de chr-O- 



matographie s u r  carboxyméthyl-cellulose permet  dlél . iminer une 

petite fraction d6pourvue d'activité hémagglutinante en m e m e  t emps  

que de  nombreux acides aminés  qui étaient révé lés  a p r è s  dansyla-  

tion e t  hydrolyse des  fractions F2 et  F3 .  Ces  résu l ta t s  diffkrent d e  

ceux qui ont é té  d é j i  rappor tés  pour l 'agglutinine, dans laqcicrlle on 

a identifié l 'alanine et  la  threonine (GURTLER e t  HORSTMANN, 

1973) ou la  proline (LVALDSCHMIDT-LEITZ et KELLER, 1970) et  

pour la toxine dans laquelle on a trouvé l 'alanine e t  l l isoleucine 

(GURTLER et HORSTMANN, 1973) ; (FUNATSU et  Coll . ,  1971 b )  

ou la  proline (WALDSCHMIDT-LEITZ et KELLER, 1970). On doit 

cependant, r e m a r q u e r  que l e s  préparat ions précédernmeiit: étudiées 

n'étaient pas  obtenues pa r  chromatographie d'affinité, On a pa r  a i l -  

l eurs ,dé jà  décr i t  pour les  lectines de Ricin un processus  d1auto-  

lyse sporitanée qui pourra i t  r endre  compte de c e s  différences de groE 

peinents N-terminaux (GURTLER et HORSTMANN, 1973). 

L a  par t ie  glucidique des lectines F2 b et  F3 b se 

c a r a c t é r i s e  d 'abord p a r  la  présence  de  mannose, c e  qui e s t  e n  a.c- 

cord  avec les  résul ta ts  de PODDER e t  Coll ,  (1 9741, de N-acétyl-  

glucosamine, de glucose, de fucose et  peut-être  d e  xylose et de  

rhamnose,  C e s  données confirment l e s  p r e m i è r e s  constatations de 

GURTLER et HORSTMANN (1 97 3) qui avaient montré  que l e s  deux 

fractions d'agglutinine et de  toxine de Ricin étaient r évé lées  par  l e  

P. A .  S . ,  Les  lectines isolées  de  Ricin,  comme l a  plupart d e s  lec t i -  

nes  sont des  glycoprotéines (SHARON et LIS, 1972). 

En  électrophorèse s u r  acétate d e  cel lulose,  la f r a c -  

tion F 2  b correspondant à la. forme de lectine la plus lourde  appara'ict 

plus acide que l a  fraction F3 b (LHERh,TIT'I'E e t  Co 11, , 1 9 1 5 ) .  

L'électrophorèse de la fraction F 2  b dans  un ge l  de  

polyacrylamide à 1 3 , 4  70 montre  que cet te  fraction e s t  hét6rogène. 

E l l e  s e  résoud en effet en une fraction qui ne pénèt re  pas  bien dans le 



gel et en quatre bandes dont les deux plüs rapides sont l es  mieux 

révélées par le _P. A .  S. (LHERMITTE et Coll. , 1975). I l  faut d'ail- 

leurs signaler que 1'Slectrophorèse de la  lectine RCA étudiée pa r  
1 

NICOLSON et Coll. (1974 b) montrait déjà la présence de quatre 

bandes mineclres dont la mobilité était intermédiaire entre  celle dc 

la forme majeure de la lectine RCA et celle de  la lectine RCA 
1 II' 

Après réduction, la fraction F 3  b analogue à la  

lectine RCA ou toxine s e  sépare  en deux bandes dont la  plus lente 
II 

es t  la mieux colorée par le P. A .  S. Ce résultat est  en accord avec 

les  constatations de OLSNES et Co11, , (1974) qui ont trouvé un taux 

de glucides de 6, 5 % pour la chaîne B la plus lente, responsable de 

l'activité toxique èL de 2 ,  4 % pour la cha&e A la plus rapide, r e s -  

ponsable de l'affinité pour le galactose. 

E n  électropllorèse, en gel de polyacrylamide, la 

fraction F2 b analogue à la lectine RCA ou agglutinine s e  sépare, 
1 

après  réduction, en deux bandes majeures et une bande iiiterlnédiai- 

r e .  La bande, la plus lente es t  la  mieux révélée par 1.e P. A.  S. Une 

étude comparative des 3 chaines de la fraction F 2  S et des deux cilG.- 

nes de la fraction F3 b permet de les c lasser  selon un o rd re  de rno- 

bilité croissante : c h a h e  lente de la fraction d 'agglutinine, cha.Trle 

lente (B) de la toxine, c h a h e  intermédiaire de la  fraction dtaggluti- 

nine et cliaînes rapides de la toxine et de l'agglutinine qui ont dans 

les  conditions utilisées, la même mobilité, Ces résultats sont en 

accord avec ceux de GURTLER et HORSTMANN (1973) mais  diffè- 

rent légèrement de ceux de NICOLSON et  Coll. (1974 b) qui ont t rou- 

vé que la chaîne intermédiaire de RCA et la chaine lourde de RCA 
1 II 

avaient la meme taille moléculaire et de ceux de OLSNES et Coll. 

(1974) qui considèrent que les  fractions lourdes de la toxine et de 

l'agglutinine ont la meme taille moléculaire, 



Ces  résu l ta t s  donnent à penser  que la lect ine 

F 2  b, analogue à l 'agglutinine ou à la lectine R C A  qui e s t  consiclé- 
1 

r é e  comme formée de 4 chaînes polypeptidiques (NICOLSON et 

Col l . ,  1 9 7 4  b)  dont deux auraient  une affinité pour  les m e m b r a n e s  

(OLSNES e t  Coll. , 1974) ,  présente  une cer ta ine  hétérogénéité.  

Cette hétérogénéité tient d 'abord au fait qu'une 

petite proportion des molécules de lectines RCA contievrnent au 
1 

moins une chaîne dont la  tail le moléculaire  e s t  différente de  ce l les  

d e s  deux a u t r e s  cha-înes qui sont l e s  cha 'hes  prépondérantes ,  L e s  

lectines du r ic in peuvent subir  un processus  d'autolyse spontanee 

(GURTLER et IIORSTMANN, 1 9  73). Cependant, toutes l e s  opéra - 
t ions de fractionnement ont é té  effectuées à -t 4°C c e  qui e s t  plus 

en  faveur d e  l 'existence d'un t ro is ième type de chaîne d a n s  c e r t a i -  

n e s  molécules de lectines RCA que d'une dégradation si;onta.née de 
1 

l 'une des deux au t re s  formes ,  

En out re ,  la  séparation dc l a  fraction F 2  b en plu-  

s i e u r s  bandes de mobilité différente en ge l  ae  polyacrylamide e-t 

n'ayant pas  toute l a  m e m e  affinité pour l e  Pe A ,  S. l a i s se  supposer  

que  l 'hétérogénéité de cel te  fraction pourrai t  e t r e  au moins  en p a r -  

t ie ,  d 'origine glycannique. 

Les  discordances concernant la nature d e s  acides 

aminés  N -terminaux et la  ,mobilité électrophorétique d e s  chaiiles 

obtenues a p r è s  réduction des  lectines pourraient  enfin s u g g é r e r  qu'j.1 

ex is te  des  différences dans l e s  gra ines  d e  Ricin iitilisées p a r  l e s  dif-  

férents  au teurs ,  

F - LECTINE DE CACAHUETE (Arachis hypogea) : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L a  lectine de cacahuète (Peanut agglutinin) a é t é  

préparée  selon la  technique décr i te  p a r  LOTAN et  coil, (1 973). Elle 

e s t  spécifique de s t ruc tu res  glycanniques renfermant  d e s  rés idus  



de galactose, LOTAN et  Coll, (1 975)  ont toutefois mari-tré qu'un dis - 
sacharide, comme le 0 . P  ,D,-galactosyl (1 + 3)-2 acetarnido- 

2 -desoxy -galaclose était plus spécifique que le dissacliaride 0,  p. D. 

galactosyl (1 -, 4)-2-acetamido-2-dexosy-glucose ce q u i  démontre 

que la lectine reconnaTt le résidu glucidique en position teriiiinalc 

non réductrice, mais auss i  le sucre  sub-terminal, 

Ce s i te  étendu de reconriaissance de l a  lectine 

de cacahuète POUY'  des structures contenant le dissacharide 0. p .  D. 

galactosyl (1 9 3) 2 acetamido-2 -desoxy-galactose a été ccriïirrné 

par l'emploi de molécules contenant cette shquence dans dcs ex-  

périences d'inhibition d'hémagglutination. 

Ainsi l~orosomucoide (JEAN LOZ, 1272)  qui con- 

tient des s6quences dissacharidiques O. p .  D. galactosyl.s2 acelamidl~ 

2 -dexosy-glucose, mais pas d e  séquences O.? . D. galactos ~ 7 1 %  

2 -acetamido-2 -dexosy -ga.lactose est beaucoup rrioins inhibiteur q u e  

la fetuine (SPIRO et BHOYROO, 1 9 7 4 )  qui contient à la fois des sé - 
quences O. p . D. galactosyli2 acetamido-2 -desoxy-glucose et O, kq. D 

galactosyl (1 + 3) 2 acetamido 2 desoxy-galactose. Les glycoprotéi - 
nes qui ont le plus d'affinité pour la lectine de cacehuète sont cel les - 
qui contiennent seulement des séquences Gal s Ga1 Nac comine 

l'antigène T (SPRINGER et De SAI,  1974) ou la glycophorine (3iIAR- 

CHESI et Coll, , 1972) dans laquelle l'acide sialique a été libéré pa r  

hydrolyse enzymatique, 

La lectine de cacahuète peut donc ê t re  utilisée 

pour la mise en évidence de résidus de galactose en position termi- 

nale s u r  les  s tructures glycanniques, 

G - LECTINE DE LA FEVE - JACK (Canavalia Ensiformis)  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La lectine de l a  fève - Jack ou Concanavaline A - -- 
est  obtenue par  broyage des graines de fève  - Jack, fractionnement z u  



sulfate d 'ammonium (entre  30 e t  80 70 de saturat ion)  e t  ch romatog ïa -  

phie d'affinité s u r  colonne de Sephadex G 50, selon le  protocole déc r i t  

p a r  AGRALVAL et  GOLDSTEIN (1 972). La Concanavaline A e s t  éluée de  

l a  colonne p a r  une solution de glilcose. El le  e s t  ensuite déba rassée  du 

glucose p a r  dialyse cont re  de l 'eaii disti l lée et  lyophilisée. 

GOLDSTEIN e t  Coll. (1 9 65 ) ; GOLDSTEIN e t  

SO (1 9 65 ) ont montré  que la Concanavaline A avait  une affinitd pour 

l e s  biopolymères contenant des  rés idus  dl 4 -D -glilcose, dl c)\ D -N-acé - 
tyl-glucosamine, d ' a  -D -mannose ou de -D -fructose en position t e r m i  - 
nale  non réduct r ice .  t e l s  que l e  glycogène (SUMMER et HOWELL, 1936) ; 

(CIFONE LLI  et  Coll. , 1956),  l e s  dextrans (GOLDSTEIN et Coll ,  , 19 65) ; 

(GOLDSTEIN et Coll. , 1 9  68), les  -mannanes (SUMMER e t  HOTVE LL, 

1936) ; (SO e t  GOLDSTEIN, 1968), l e s  fructanes (SO e t  GOLDSTEIN, 

1969), les  polysaccharides du pneumocoque (CIFONELLY e t  Coll. , 1966), 

des  immunoglobulines (LEON, 19  67), des  substances de groupe sanguin 

(LLOYD et  Coll. , 1969), (NEWT\/IAN et KABAT, 3 97 Ga), d ' au t r e s  lect ines  

(GOLDSTEIN e t  Coll. , 1969), des  lipopolysaccharides (GOLDSTEIN et 

STAUB, 1970),  des  acides teichoiques (REEDER et EKSTEDT, 1971 ), 

des  s t ruc tu res  cel lulaires  bactériennes (TKACZ et Coll, , 1973) e t  an ima.  

l e  (INBAR e t  SACHS, 19 691, (CLINE et LIVINGSTONE, 1971) (OZANNE 

e t  SAMBROOCK, 1971). 

H - LECTINE DE LIMULE (Limulus Polyphemus) : LIi'AULINE : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La lectine i so lée  de l 'hémolymphe d'un xiphosure : 

l a  l imule nous a é té  aimablement fournie pa r  l e  P ro fes seur  M. MONSI- 

GNY et M m e A . C o  ROCHE, 

Cet te  lectine présente  une sp&cifité pour  d e s  s t r u c -  

t u r e s  glycanniques renfermant  de l 'acide N-acétyl-neuraminique te l s  que 

l 'orosomucoide (ROCHE et Coll . ,  1975) e t  peut s e r v i r  à m e t t r e  en éviden 

c e  de te l s  rés idus  au sein de  s t ruc tu res  polysaccharidiques,  



II - ETUDE DE L'AFFINITE DES LECTINES POUR J,ES MUCINES 

BRONCHIQUES IIUMRINES : 

Les  lectines isolées du genêt épineux, d u  lotier,  

du germe de blé, du soja,  de la  cacahuète, du r icin e t  de la fOve -Jack 

ont été utilisées pour étudier les  rnucinzs neutres  ( A l ) ,  l é g è r e m ~ n t  a c i -  

des  (Bb) et acides (C l  b, C2 0 et éveritueliement C 3  b) ,  obtenues à p a r -  

t i r  des sécrét ions bronchiques individuelles (cf, p remiè re  pa r t i e ) ,  Nous 

avons auss i  été amenés au cours  de ce  t ravai l  à utiliser des mucines 

C l  b et  C2 b désialidées (CASSIDY e t  Coll. , 1 9  65). 

L a  mise  en évidence de l'affinité des  lectines pour 

l e s  diverses c lasses  de rnucines peut ê t r e  obtenue en utilisant différer1 - 
t e s  techniques : l 'électrophorèse bidimensionnelle ou affino -6lectrophorZ- - 
s e ,  la double diffusion dans un g e l  d 'agarose,  ou "affino-diffusion" et  la  

technique d'inhibition de l'hérnagglutination, 

l 

En raison des  quantités importantes de  m a t é r i e l  

utilisé, tant en lectines qu'en rnucines, la mise  en évidence de  l 'affinité 

des  lectines pour les rnucines p a r  affino-électrophorèse n'a pu e t r e  ef- 

fectuée qu'avec la lectine RCA du r ic in  et  avec les  fractions d e  mucines 
1 

du malade VAN.. . . P a r  double diffusion,dans un gel  d lagarose  ou affino- 

diffusion, on a pu étudier l'affinité de  chaque lectine pour l e s  différentes  

fractions de rnucines, Cette étude a ensuite été précisée pa r  inhibition 

de l'hémagglutination, sauf pour l e s  rnucines du malade &'UR. . . qui 

étaient en t rop faible quantité, 

A - AFFINITE DE LA LECTINE 1 DU GENET EPINEUX POUR LES .............................................. 
MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES : --------------------------- 

1) En affino-diffusion, la  lectine à fucose du genêt épineux 



précipite toutes les fractions de rnucines à l'exception des différen- 

tes  rnucines isolées dans l'expectoration du malade MAR. . , (tableau 

XXII ) (fig. 1 G). On remarque en outre, qu'après désialidation, on 

obtient un a r c  plus épais avec la  fraction C l  b du malade VAN.. . 
(fig. 1 6 ) .  

2) Toutes les mucines des malades BU. . . , PRO.. . , W-AS.. . 
et VAN. . . sont capables d'inhiber l'hémagglutination des  globules 

rouges humains O par  la lectine de genêt épineux. Les résultats  

sont résumés dans le tableau XXIII . Ce test  n'a pu, faute de maté - 
r iel ,  ê t r e  réalisé avec les rnucines du malade MAR.. . , sauf en 

ce  qui concerne la fraction Al qui, à une concentration de  3 mg par  

ml, n'était pas capable d'inhiber l'agglutination des globulzs roilges C 

par  la lectine. 

Les résultats montrent qu' au sein de chaque sécré  

tion, ce sont les mucines neutres ( A l )  ou faiblement acides (Bb) qui 

ont le pouvoir d'inhibition le plus élevé. Après désialidation, l es  mu- 

cines C l  b et surtout C2 b du malade VAN.. . , ont un pouvoir inhibi- 

teur plus important (tableau XXIII), 

La lectine à fucose du genét épineux a donc la pro - 
priété de réagir  avec les  différentes mucines bronchiques humaines 

A l ,  Bb, CI b, C2 b, sauf avec celles du malade MAR.. . qui es t  un 

sujet non sécré teur ,  On sait déjà que cette lectine permet  de diag- 

nostiquer les sujets sécré teurs .  (BOYD et SHAPLEIGH, 1954a). 

B - AFFINITE DE LA LECTINE DU LOTIER CORNICUL'E POUR LES ------------------------------------------------ 
MUCINES BRONCI-IIQUES HUMAINES : -------------------------- 

1) En affino-diffusion, cette lectine précipite toutes l es  muciner 

à l'exception des mucines C2 b des malades BLA,  . . e t  PRO,. . . L'arc  de 







, 
TABLEAU XXIII : Etude de l'affinité des lectines de genet, lotier, germe de bl6, soja, 1 

le: ricin (RCA et RCA ) et de cacahuéte pour les mucines bronchiques hu- 1 
1 II 

maines par inhibition de l'hérnagglutination. 



précipitation es t  plus fin avec les fractions neutres A l  des malades 

WAS. . . e t  VAN. .  . qui appartiennent au groupe sanguin A (tableau XXII ) 

(fig. 16  1. 

2)  Les rnucines des malades B I A . .  . , P R O . .  . , 'CVAS.. , et 

VAN. . . sont capables d'inhiber llhémagglutination des globules rou- 

ges humains O à des doses sensiblement identiques (tableau XXIII!. En 

outre, après  désialidation, la mucine C2 b du malade VAN.. . a un pou- 

voir inhibiteur uil peu plus élevé (tableau XXIII), On doit auss i  consta - 
t e r  que les  mucines neutres A l  ou légèrement acides (Bbf du malacle 

WAS. . . de groupe sanguin A,  ont un pouvoir inhibiteur plus faible qtie 

les  rnucines C l  b (tableau XXIII), 

C - AFFLVITE DE LA LECTINE DU G E R M E  DE BLE P O U R  ILES 

MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES : ......................... 

1) La lectine du germe de blé es t  capable de précipiter toutes 

les rnucines à l'exception des fractions C2 b et C 3  b du malade MAR. . . , 
et C2 b du malade WAS..  . . L'intensité des a r c s  de précipitation es t  ce - 

pendant plus faible avec les fractions acides C l  b et C2 b (tableau XXII ) 

(fig. 16 ). La désialidation des rnucines C l  b et C2 b (malade VAN, . . ) ne 

modifie pas l 'arc de précipitation, 

2 )  P a r  inhibition de l'hémagglutination des globiiles roüges hu- 

mains A,  on remarque que ce sont les  rnucines neutres (Al.) ou faiblement 

acides (Bb) qui ont le pouvoir inhibiteur le plus élevé. Celui des rnucines 

C l  b et C2 b est  plus faible (tableau XXIII), La désialidation des  mucines 

C l  b et C2 b du malade VAN, .  . augmente assez  sensiblement l e  pouvoir 

inhibiteur (tableau XXIII). 



La lectine du germe de blé es t  donc capable dc - 
réagir  avec des mucines de caractères  d'acidité différents, mais ce  

sont généralement les muciiles neutres (Al )  qui ont le  plus grand pou- 

voir d'inhibition de l'hémagglutination, 

Cette lectine a une affinité pour les  résidus de 

N -acétyl-glucosamine e t  pour les résidus d'acide N -acétyl-neurarninique 

Nos résultats montrent que la lectine da germe de blé a plus d'affinité 

pour les mucines pauvres en acide sialique que pour les  mutines acides. 

Ceci suggère que l'affinité de cette lectine pour les mucines brorichiques 

es t  essentiellement due à certains residus de N -acétyl-glucor;a.mine. Peut  - 
etre  llanomerie de la liaison de l'acide sialique ou la présence de grou- 

pements sulfate réduisent la fixation de la lectine du germe de blé s u r  

les  mucines les plus acides, 

D - AFFINITE DE L A  LECTINE DU SOJA POUR LES MUCmES 

BRONCIIIQUES HUMAINES : ------------------ 

1) En affino-diffusion, la lectine du soja précipite l e s  mucices 

neutres ( A l )  et faiblement acides (Bb), plus faiblement les mucines ac i -  

des (C l  b)  aussi  bien des malades de groupe sanguin O (BlA, . . et PRO.. , 

que des malades de groupe sanguin A ( WAS.. . et VAN..  . ). L e s  mucines 

acides C2 b ne sont jamais précipitées, On remarque qu'après désialida- 

tion, la miicine C2 b du malade VAN.. . réagit avec la lectine, 

Aucune mucine du malade MAR. . . , sujet  non sécré  

teur n'est précipitée (tableau XXII ) (fig. 16 ) .  

2 )  En inhibition de l'hémagglutination, on remarque que ce  sont 

l es  fractions A l  et Bb qui ont le pouvoir d'inhibition le  plus élevé, l e s  

mucines C l  b sont elles aussi inhibitrices, pa r  contre, les  ~liucines C2 b, 

meme à une concentration de 3 mg par m l  n'inhibent jamais l'hérritrgglilii- 



nation, La désialidation de la mucine C2 b du malade VAN.. . permet 

à cette mucine d'acquérir Lin pouvoir inhibiteur (tableau ~ ~ 1 1 1 )  

Ce tes t  d'inhibition de  l'hémagglutlilation des 

globules rouges de lapin trypsinisés a également été effectué avec deux 

fractions de -mutines A l  et Bb du malade MAR. . , . Les différentes mu- 

cines du malade MAR. . ., B une concentration de 3 mg par  ml, ne sont 

pas capables d'inhiber l'agglutination. Faute de matériel, cette étude n 'a  

pu ê t r e  effectuée avec les rnucines C l  b, C2 b et  C3 b du malade I W R .  . . 

La lectine de soja dont la spécifité e s t  due à ka 

présence en position terminale non réductrice de résidus de N -acétyl- 

galactosamine ou de résidus dl& ou $-D-galactose dans des oligo- 

saccharides ou des glycoprotéines réagit donc avec les  rnucines neutres 

( A l ) ,  faiblement acides (Bb), et acides (Cl b )  mais ne réagit pas avec - 
l e s  rnucines les plus acides C2 b isolées chez quatre malades (deux de 

groupe sanguin O et deux de groupe sanguin A).  Elle ne semble pas r é a -  

g i r  avec les rnucines du malade MAR..  . non sécréteur,  

E - AFFINITE DES LECTINES DU RICIN POUR L E S  h'IUCINES ---------------------.---------------------- 

BRONCHIQUES HUl'JLAINES : 
--------me-------- 

1) RCA : ------  
a) l'affinité des rnucines A l  du malade VAN. . . a pu, d'abord ê t r e  mon- 

t rée  par affino-électrophorèse bidimensionnelle. L 'a rc  de précipitation 

révélé par  le bleu de Coomassie est t r è s  épais,  Au contraire,  les  muci- 

nes Bb, C l  b et C2 b du meme malade sont difficilement précipitées, 

On obtient avec la fraction Bb,un a r c  allongé et diffus, avec la fraction 

Cl b, un a r c  allongé et t r è s  diffus, La fraction C2 b n'est absolument 

pas révélée, 



b) en double diffusion, dans un gel d'agarose, les différentes mucines 

de chaque malade sont précipitées par  la lectine RCA (tableau =II ) 
I 

(fig. 1 6 ) .  Cette fraction es t  donc capable de précipiter des mucines d 'aci-  

dité différente, 

c )  l e s  différentes muciries A l ,  Bb, C1 b et C2 b airisi que l e s  muciries 

Cl b et C2 b désialidées du malade VAN.. . sont capables d'inhiber l'hé - 
magglutination des globules rouges humains B, à des  doses sensiblement 

égales (tableau XXIII'), 

La lectine RCA présente donc ilne t r è s  grande affinité pour les difléren- 
1 P. 

tes  mucines, affinité qui ne semble pas t r è s  affectée par l e  ca rac tè re  - 
acide des molécules Cl b et  C2 b, - 

En affino-électrophorèse bidimensionnelle, l'obtention d 'arc  diffus avec 

les fractions Bb, C l  b et  l 'absence de réactivité des mucines C2 b avec 

la lectine RCA pourrait peut-etre s'expliquer par l e  caractère  acide 
1 

de ce s  molécules dont la migration de plus en plus anodique, emptrclie- 

rai t  partiellement ou totalement la formation des cumplexes, 

Avec cette lectine, on obtient des résultats  identi- 

ques aux résultats obtenus avec la lectine RCA auss i  bien e n  affino- 
1 

diffusion (fig. 16  ) (tableau XXII ) qu'en inhibition de llhémagglutination 

(tableau XXIIl)* La lectine RCA présente donc auss i  une t r è s  grande 
II -- - 

affinité pour chaque classe de mucines, affinité qui n'est pas affectée 

par l e  caractère acide des molécules C l  b et  C2 b puisque la désialida- 

tion des  mucines du malade VAN.. . n'augmente pas fortement leur pou- 

voir d'inhibition de 1' hémagglutination, 

F - AFFINITE D s  LA LECTINE DE CACAHUETE POUR LES MUCI- ---------------------------------------------- 
NES BRONCHIQUES HUMAINES : ...................... 



1) La lectine de cacahuète est  capable de précipiter les  muci- 

nes neutres (Al )  et faiblement acides (Bb) des malades BïA. . . , P R O . .  . , 
WAS. . . et VAN. . . . Elle précipite t r è s  faiblement les  mucines C l  b des 

malades WAS. . . et  VAN. . . qui sont de groupe sanguin A. L e s  fractions 

C l  b des malades BIA. . . et  PRO. .  . de groupe sanguin O, a ins i  que tou- 

t e s  les fractions C2  b ne sont jumais précipitées, On remarqse  toutefois. 

que la desialidation des rnucines Cl  b et C2 b du mala,de VAN, . . permet 

d'obtenir un a r c  plus épais (Cl b) ou permet à la mucine (C2 b)  d 'etre 

précipitée par la lectine (tableau XXII ) (fig. 1 6 ) .  L'étude n 'a  pu, faute 

de matériel, ê t re  effectuée avec les rnucines du malade MRR.. . 

2 )  Les mucines neutres (Al)  ont le  pouvoir d'inhibition d1héma- 

gglutination des globules rouges humains O désialidés le plus élevé, Les 

rnucines acides (C2 b) n'inhibent jamais l'agglutination des globules r o u -  

ges,  P a r  contre, la fraction C2 b désialidée du malade VAN,. . , ainsi 

que les rnucines faiblement acides (Bb) ou certaines rnucines acides, 

C l  b des malades WAS. . . et VAN.. . ont un pouvoir d'inhibition faible 

(tableau XXIII), 

Chez les  deux malades de groupe sanguin A, la  

lectine de cacahuète a une affinité pour les  rnucines l es  moins riches 

en acide sialique (Al et Bb), pour l e s  rnucines acides Cl b et  pour l es  

rnucines l es  plus acides C2 b après désialidation, 

Chez les  deux malades de groupe sanguin O (BU.  . . 
et  PRO. .  , ), cette lectine n 'a  d'affinité que pour les  mucines pauvres 

en acide sialique (Al et Bb), Nous n'avons pu, faute de matériel,  déter  - 
miner l'affinité pour les rnucines acides après  désialidation, 

Ces  résultats suggèrent que l'affinité de ia lectine 

pour les mucines bronchiques pourrait  e t re  due à des  résidus de galac- 



tose en position terminale non réductrice et que la présence de  certains 

résidus d'acide sialique diminue OLI annihile cette affinité. 

G - A F F I N I T E  D E  LA L E C T I N E  D E  LA F E V E  JACK OU CONC.ANA- ------------------- ----------------------------- 
VALIKE A POUR LES 1L'IUCINES BRONCHIQUES HUï?/LAmES : ......................................... 

Aucune des fractions de mucines étudiées n'est précipitée 

en gel  d'agarose par la concanavaline A (tableau XXII ) (i'ig, 16). 

En raison de la non réactivité des  rnucines et de 

la concanavaline A par affino-diffusion, le pouvoir d'inhibition de l 'hé - 
magglutination des différentes mucines vis 21 vis de l a  concanavaline A 

n'a pas été mesuré . 

C O N C L U S I O N  ------------ 

L'étude de l'affinité des lectines pour l e s  mucines 

bronchiques humaines permet de préciser  la définition des différentes 

classes de mucines séparées par chromatographie d'échange ionique s u r  

colonne dtEcteola-cellulose. 

I - P a r m i  les  différentes -mgc@-s-_n_e_utt= ( A l )  ou f&aii_e-rnenJ-a-c-ides (Bb), - - - - - - - - - - - - - - -  - ---------  - - - - -  
on doit distinguer les mucines du malade MAR,.  . qui ne possèdent pas 

d'activité de groupe sanguin A ,  B ou H, des mucines isolées chez les  au-  

t r e s  malades qui possèdent une activité de groupe sanguin A (WAS..  . e t  

VAN..  . ou O (BIA.. . et PRO. .  . 1. 

a)  Les miicines bronchiques A l  et Bb du malade MAR. .  . réagissent  - 



avec les lectines de lotier, de germe de blé, de ricin. Elles ne ------ 
réagissent pas avec la lectine desene t  épineux. ce  qui confirme -- ------------------- --------- 
le caractère  non sécréteur des rnucines de c e  malade. Cependant, 

elles réagissent avec la lectine de lotier indiquant la  presence de ----- - - --------------- 
structures glycanniques contenant du fucose mais n'ayant pas d'a c .- 

tivité H .  Peut -être s'agit -il d'une structure analogue à l'antigène 1- 

(NAPIER et Coll, , 1974) .  La réaction avec la lectine de z e r n l e  de ------------ 
blé -- indique la présence de N -acétyl-glucosamine. -m.------- La réaction 

avec les lectines de ricin semble démoiltrer la présence de r é s i -  -- --------------- 
dus de galactose en position terminale non réductrice, Cependant, 

contrairement aux rnucines des autres malades. on doit constater 

l'absence complète de réaction avec la lectine de sois, indiquant ................................... 
tout d'abord que la spécificité des lectines de ricin e t  du soja ~ ~ r i t  

différentes. 

On sait ,  d 'autre part,  qoe la différence entre les 

rnucines des  malades sécré teurs  et non sécré tears  correspond à 

l 'expression ou à l 'absence d'expression d t  une fucosyl-tram fera - 
s e  (WATKINS, 1972) .  Les résultats obtenus avec la lectine de soja 

ne peuvent s 'expliquer uniquement par l'absence d'expression de 

cette fucosyl-transferase à moins que la conformation des  mucines 

non fucosylées des sujets non sécré teurs  soit telle que les  s i tes  

pouvant théoriquement réagir  avec la lectine de soja soient inac- 

cessibles, 

b) Les mucines bronchiques A l  ou B b ,  isolées chez les quatre ma - 
lades B I A . .  . , PRO.. . , WAS. .  . et V A N . .  . réagissent avec toutes 

les  lectines utilisées, à l'exception de la Concanavaline A : 

Elles réasissent  notamment avec les lectines ayant ------ ----- ------------ -- 
une spécificité pour le  L. fucose, c 'est à dire,  l e s  lectines de cenet 
.-----------------------------------------A- - 

épineux et de lotier.  Les différences d'affinité de ces lectines pour ------------- 



les  rnucines du malade MAR. . . pourraient indiquer l a  présence 

dans les mucines des quatre autres malades de différentes s t ruc -  

tures glycanniques contenant du fucose, les  unes ayant une activi- 

té  H, et les  autres sans activité H. Elles réagissent auss i  avec la --------------------- 
lectine de germe de blé qui a une spécificité pour la N-acétyl- ----------------- 
glucosamiiie e t  avec les  lectines de ricin et de soJa qu.i ont une zf- ........................ - 
finité pour des structures contenant des résidus de galactose ou 

de N-acétyl-galactosamine en position terminale non réductrice. 

Le pouvoir d'inhibition de l'hémagglutination des mucines douées 

d'activité A n'est pas considérablement supérieur à celui  des mu - 

cines ne possédant qu'une activité H (tableeu XXIII). Ceci  amerle 

à penser que l 'essentiel  de l'affinité des lectines de r ic in  et  de so-  

ja pourrait ê t re  da à des structures glycanniques comportant du 

galactose. Cesmucines réagissent également avec la lectine de ca-  ----------- ----- 
cahuète qui a une spécificité pour des résidus de galactose. La d i s -  ----- 
sociation dans l'affinité des lectines de ricin et de soja pour l es  

rnucines du malade non sécréteur MAR., . permet de soulever llhy 

pothèse que les  différentes lectines de ricin, de sois et de cacahu- --------------------------. ---------- 
&te ne réagissent pas ob1ii;atoirement avec les  mêmes s t ructures  ------- --------- ------------------------Y-- 

glycanniques , ------- 
Il  existe une discordance entre nos résultats  e t  

ceux de PEIREIRA et Coll . ,  (1974) qui ont montré que la  lectine 

de soja est capable de précipiter des substances de groupe san-  

guin A ,  mais pas les substances de groupe sanguin H. Or , les  mu- 

cines bronchiques humaines douées d'activité A ou H sont précipi-  

tées  par cette lectine, tandis que les  rnucines qui ne possèdent pas 

d'activité A ,  B ou H ne réagissent pas. En outre, il a également 

été moiptré que la lectine de soja était capable de précipiter des  

substances de groupe sanguin H partiellement dégradées par  oxy- 

dation periodique (PEIREIRA et Coll. ,  1974). Il  doit donc exister ,  

au sein des mucines bronchiques humaines d'activité H, des s t ruc -  



tures glycanniques peut-etre incomplète pour lesquelles la lectine 

de soja a une affinité, 
l 

II - ~ ~ ~ _ r r ~ i ~ ~ g - b i f f é - q e ~ ~ t g s - m - ; c ~ ~ ~ ~ ~ - ~ c i d e _ s -  : C l  b, C2 b et éventuelleinent 

C 3  b, on doit distinguer trois groupes de mucines : celui des  malades 1 
l 

de groupe sanguin O, celui des malades de groupe sanguin A e t  les  mu-  1 
I 
I cines isolées chez le malade MAR, .  , qui ne possèdent pas d'activité A ,  i 

i 
B ou H. 

1 
a )  Les mucines bronchiques C l  b et C2 b isolées chez l e s  deux ma- 

I 

lades de groupe sanguin O (BIA. .  . et PRO. .  . ) réagissent avec la 

lectine de genet épineux, qui a unesp6cificité pour le fucose* Cor:- i 
trairement aux mucines Cl  b, les  mucines C2 b ne réagissent pas 

avec la lectine de lotier qui a aussi  une spécificité pour le fucose. 

Les mucines bronchiques acides C l  b e t  C2 b réagissent  avec les  

lectines de ricin, La réaction avec la lectine de soja permet de - l 
distinguer les mucines C l  b qui réagissent, les mucines C2 b qui n -4 
réagissent pas avec cette lectine. Les rnucines C l  b et  C2 b ne - 
réagissent pas avec la lectine de cacahuète. 

L'absence complète de réaction avec l a  lectine de 1 
cacahuète peut s'expliquer par le  fait que les  mucines C l  b et C2 b 

des deux malades BIA, . . et PRO..  . sont riches en acide N-acétyl- 

neuraminique (tableaux IV et V )  et que la lectine ne peut s e  fixer ! 
que s u r  des structures glycanniques contenant du galactose et non 

sialidées (LOTAN et Coll. ,  1975). Les mucines C l  b et C2 b r6a -  

gissent avec la lectine de germe de blé qui a une affinité pour la 1 
N-acétyl-glucosamine, Elles ne réagissent pas avec l a  Concanava- 

line A, 



b) Les rnucines bronchiques C l  b et C2 b isolées chez l e s  deux ma-  

lades de groupe sanguin A (WAS.,  . et VAN.. . ) réagissent avec 

les deux lectines ayant une spécificité pour le fucose, c 'es t  à dire ,  

la lectine de genet épineux et de lotier,  La différence d'affinité 

de la lectine de lotier pour les mucines C2 b isolées des  s é c r é -  

tions des malades de groupe sanguin O (BIA. . . et PRO. . . ) ou A 

(LYAS.. . et  VAN. . . ) pourrait e t re  liée à un taux plus faible en 

acide sialique (tableaux IV , V , VI et VII). Les  mucines C l  b et --- 
C2 b réagissent avec les lectines de ricin mais different par  ieur 

réaction avec la lectine de soja puisque les rnucines C2 b ne r é a -  

gissent pas avec celle-ci, Les rnucines C l  b réagissent avec 15 

lectine de cacahuète, au contraire des mucines C2 b. Les  diffé- 

rences d'affinité de cette lectine pour les mucines acides des deux 

malades de groupe sanguin O (BIA.. . et P R O . .  . ) et des deux nia - 
lades de groupe sanguin A (JTAS. . . et VAN. . . ) peuvent s'expliquer 

par leur contenu différent en acide sialique (tableaux IV , V , VI 

et VI1 ). Les rnucines C l  b et C2 b du malade V A N . .  . réagissent 

avec la lectine de germe de blé. Les mucines C l  b du malade 

WAS., , réagissent également avec cette lectine, au contraire des  

muches  C2 b. Mais on doit constater que les rnucines C2 b du ma-  

lade VAN.. , (tableau VI1 ) sont moins acides que les - mucines 

C2 b du malade WAS.. . (tableau VI ), Les mucines C l  b et C2 b 

ne réagissent pas avec la Concanavaline A. 

Après désialidation, on constate que le pouvoir 

d'inhibition de l'hémagglutination des mucines acides C l  b et C2 b 

du malade VAN, . , (tableau XXIZi) augmente, notamment, dans l e s  

réactions avec les  lectines à une spécificité pour le  fucose : genet 6 

neiix et lot ier ,  Les réactions avec les lectines de soja e t  de caca-  

huète montrent que les mucines Cl  b désialidées ont un pouvoir 

d'inhibition de l'hémagglutination plus grand et que les  rnucines 



C2 b désialidées acquièrent le pouvoir d'inhibition de l'héniagglu- 

tination, On peut donc penser que l a  désialidation de c e s  muciiles 

acides a permis de démasquer des structures glycanniques spé-  

cifiques pour la fixation des lectines au niveau de résidus de ga-  

lactose. Le pouvoir d'inhibition de l'hémagglutination des ni uci - 
nes acides augmente également, dans la réaction avec la  lectine 

de germe de blé. On peut ainsi penser que l a  libération de l 'acide 

N-acétyl-neuraminique a permis de découvrir des résidlis de 

N-acétyl-glucosamine. Cette réaction semble également bd iquer  

que la lectine de germe de blé présente une affinité pour l e s  ré-.  

sidus de N-acétyl-glucosamine des rnucines bronchiques et non pas 

pour les résidus d'acide N -acétyl-neuraminique. 

c )  Les mucines bronchiques C l  b, C2 b ou C 3  b isolées chez le  

malade MAR.. . réagissent avec la lectine de Lotier qui a une çp6 

cificité pour le fucose. Ces mucines ne réagissent pas avec la lec-  

tine de genet épineux. On retrouve donc le résultat obtenu avec 

les  rnucines neutres (Al  ) et  faiblement acides (Bb), confirmant 

ainsi que la  lectine de genet épineux ne réagitsas avec les muc:iner 

d'un sujet non sécréteur,  Les rnucines C l  b, C2 b et  C3 b réagis-  

sent avec les lectines de ricin, Contrairement aux rnucines des 

quatre autres  malades, on constate l'absence complète de réac  - 
tion avec l a  lectine de soja, ce qui permet de bien individualiser 

l e s  mucines du malade ,MAR.. . sujet non sécréteur,  De plus, - les 

remment avec la lectine de germe de blé qui a une affinité pour 

la mucine C l  b, mais ne réagit pas avec les rnucines C2 b et 

C3  b, On retrouve donc le résultat obtenu avec les rnucines du 

malade WAS. . . de groupe sanguin A ,  dont les  rnucines les plus 



acides C2 b n'avaient pas d'affinité pour la lectine de germe de 

blé. Les mucines C l  b, C2 b et C3 b ne réagissent pas  non plus 

avec la Concanavaline A.  

d)  L'absence de réactivité de certaines mucines acides, notaniment 

C2 b, dont on a montré que la  désialidation permettait de démas - 
quer des structures spécifiques de lectines peut s'expliquer p a r  

l 
plusieurs phénomènes, En effet, il peut exister une répulsion en - 
t r e  les mucines acides et les lectines acides, Il a été montré que 

la lectine de lotier (YARIV e t  Coll. , 1972) était acide, I l  en es t  

de même de la lectine de soja (LIS et SHARON, 1972). 

De plus, le nombre important de groupements s u l -  1 
l 

fate portés par certaines mucines peut aussi  intervenir dans ce t -  

t e  réaction, D'autre part,  l 'absence d!affiiiité des lectines pour les t 
rnucines peut ê t re  liée à des phénomènes dlencombrements s t P r i -  1 

l 

ques, Enfin, on ne peut éliminer la présence d'autres mol6ciileç ------------- 
de nature non glycoprotéique, fixées s u r ,  les  mucines bronchiques --------------------------------------------- 
et qui masqueraient partiellement ou totalement ].es s i t e s  de fixz- --__----------------------------------------- 

L'étude de l'affinité des lectines pour l e s  différen - 
t e s  mucines bronchiques de cinq malades atteints de bronchite chronique 

permet de distinguer les populations de molécules synthétisées par  des 

sujets sécré teurs  de substances de groupe sanguin A, B ou K d e  celles 

qui sont fabriquées par des sujets non sécré teurs ,  Cette distinction es t  

toutefois impossible pour l es  mucines les plus acides qui contiennent de 

l'acide sialique et des groupements sulfate, 



III - UTILISATION DE L A  CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE POUR 

L'ETUDE DES GLYCOPROTEIDES BRONCHIQUES HUI'IAINS 

L'étude de l'affinité des  différentes lectines pour 

les mucines bronchiques a montré que les deux lectines de Ricinus corn- - 
munis étaient capables de réagir  avec toutes les fractions de rnucines. 1 
Dès lors,  il semblait intéressant de rechercher,  si dans la sécré t ion bro 

chique il existait d'une part ,  d 'autres molécules que les  mucines, et pos- I 
l 
I 

sédant une affinité pour les lectines, d'autre part, de voir si a u  sein I 

d'une population de mucines bronchiques, toutes les  molécules avaient 1 
une affinité pour l es  lectines, 

Les lectines de Ricin ont ainsi été utilisées pour 1 
essayer  de différencier par chromatographie d'affinité les differentes 1 
molécules d'une sécrétion bronchique, 

A - FRACTIONNEMENT DU MUCUS REDUIT : ............................... 

Le mucus bronchique fibrillaire d'un malade d e  

groupe sanguin A souffrant de bronchite chronique es t  réduit p a r  le B 
mercapto-éthanol. Le mucus ainsi solubilisé e s t  soumis à une chromato- 

graphie s u r  colonne de Sepharose 4B dans un tampon Tr i s  O, 1 M, Na C l  - 
0,2 - M de pH 8,O. 

350 mg de mucus réduit sont ainsi  séparés  en 

t ro is  fractions, La fraction 1 (40 mg) correspond à des constituants ex-  

clus de la colonne et donc de poids moléculaire t rès  élevé, La fraction 2 

(94 mg) correspond à des constituants absorbant peu à 278 n m  et riches 

en oses combinés : il s'agit d'une population de mucines bronchiques. 

La fraction 3 (74 mg) contient des oses  combinés et  absorbe plus for te-  

ment la lumière ultra -violette à 27 8 nm (fig, 17), Trois  chromatogra - 
phies identiques ont été réal isées,  





E n  électrophorèse en agarose  à pH 8 , 2 ,  la f r a c  - 
tion 1 ne pénètre  pas  dans l e  ge l  d 'agarose  ; la fraction 2 s e  p résen te  

sous  la  fo rme  d'une zone a s s e z  l a rge  révélée pa r  l e  réactif  d e  Schiff 

a p r è s  oxydation periodique, s a  par t ie  cathodique e s t  faiblement révé lée  

p a r  l tAmidoschwarz et s a  par t ie  anodique bien révé lée  par  l e  bleu de  

Toluidine (fig. 1 8  ), Cette fraction contient donc une population de muci -  

nes  - .  d'acidité variable.  El le  possède une activité de groupe sanguin A e t  

r en fe rme  environ 70  70 de glucides (tableauXXIV). Sa composition en a c i -  

des  aminés montre  qu'elle renferme une teneur  importante e n  threonine,  

s e r i n e ,  proline,  alanine e t  glycocolle (tableau XXV ). 

L'étude en double diffusion montre  que les deux 

préparat ions de lectines du Ricin réagissent  avec ce t te  f ract ion 2 (fig, 19  f 

La fraction 3 es t  plus hétérogène e i  contient des  

constituants ayant une migration électrophorétique identique à cel le  de 

l a  sérum-albumine,  des constituants migrant  s u r  l e  versant  arndiyue 

du godet de dépôt, bien colorés  pa r  l lAmidoschwarz e t  p a r  l e  réact i f  

de Schiff a p r è s  oxydation periodique. El le  contient a u s s i  une fract ion de  

mobilité anodique supér ieure  à celle de l 'albumine et  bien r évé lée  p a r  

l e  Bleu d e  Toluidine (fig, 18). Cette fraction 3 contient un mélange  c o m -  

portant des  protéines,  des  glycoprotéines e t  des  constituants ac ides ,  

L'étude en double diffusion montre  que les deux 

préparat ions de lectines réagissent  avec l a  fraction 3 (fig. 19) .  

B - PREPARATION DE LA COLONNE D'AFFINITE : ................................... 

Les  lectines de  Ricinus cornmunis, f ixées s u r  du 

Sephadex G 25  préalablement active p a r  du b romure  de  cyanogène, peu- 

vent a ins i  ê t r e  uti l isées en chromatographie d'affinité pour é tudier  l e s  

molécules contenues dans l e s  fractions 2 et  3 ,  
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F I G U R E  1 9  

Etude en double diffusion dans un g e l  d ' aga rose  de l a  lect ine 

RCAII  de Ricinus Cornniunis e t  des  f ract ions  de mucus  bronchiqle 

( I ract ions  2 e t  3 obtenues par  chromatographie  d 'un mucus rédui t  

s u r  Sepharose 4R ; fractions 2a,  2b, 3h et 3c obtenues p a r  c h r o m a -  

tographie  d'affinité des f ract ions  2 e t  3 s u r  une colonne de lec t ines  

de Ricin-Sephadex G2.5 ; fraction 2 ad correspondant  à la  f ract ion 

2a a p r è s  une extract ion lipidique). 



TABLEAU ;OULN : Composition chimique de la fraction 2 eluee de ia 

colonne de Sepharose 433 et des 2 fractiono 2a et 2b &luees de 

la colonne de Sephadex G 25 couplé avec les lectines du ricin. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids sec  



,. t ,  . ~ ,' .... ï:! 
. . ,." - . . " A *  

TABLEAU XXV : 

Composition en acides amines de la fraction 2  elu6e de  l a  colome 

de Sepharose 4B et des fractions 2a et 2b eluees de la colonne de Sepha - 
dex G25 couple avec les lectines de Ricin. 

Les resultats sont exprimes en nombre de residus par 100 residus. 

Asp O 

Thr 

Ser  

Glu 5,87 5, 36 5,49 

P r o  10 , lO 9 ,38  9,87 

- -- - --r;55-- -- 8,- - s , 4 0  

Ala 8 ,90  9, 52 9 ,40  

Val 4 ,50  4,18 4,91 . 

Ile 2,62 3,OO 2,54 

 eu 4 ,86  3,90 3 ,88  

Tyr 1 , O O  1 , 2 1  1 . 1 3  

Phe 1 , 8 6  2 ,38  1, 64 

Lys 2, 64 2, 51 2 ,16  

W i s  1 , 8 0  1, 65 1,37 

Arg 3,27 2,94 2,82 

P ' composition en acides amines determinees s u r  auto-analyseur Technicon 

2  

4 ,20  

25,69 

15 ,69  

2a 

4,87  

24,78 

15 ,96  

2b 

4,78 

24,81 

16,71 



C - ETUDE DE LA FRACTION 2 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AF- --------------------------------------------- 

FINITE SUR COLONNE DE SEPHADEX G 2 5  COUPLE AUX LEC- ............................................ 
TINES DE RICIN : ----------- 

1) Chromatographie d'affinité : 

La chromatographie d'affinité réal isée à par t i r  de 

80 mg de la fractinn 2 permet d'obtenir une fraction 2a qui n 'est  pas 

retenue su r  la colonne et quj es t  éluée par  l 'eau distillée (fig. 2 O ) ,  

ainsi qu'une deuxième fraction 2b éliiée de la colonne par  la solutio~i 

de chlorure de sodium 0, 5 - M contenant de l 'acide acétique 0 , 1  - M 

(fig. 2 0 ) .  Les deux fractions 2a et 2b sont dialysées et lyophilisées 

(2a = 7 mg) (2b = 51 mg), 

2) Etude des fractions obtenues : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - double diffusion en agarose : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les deux fractions sont étudiées par double diffusion en présence des lec-. 

tines de ricin. Dans ces conditions, aussi bien en présence de la lectine 

RCA II (fig. 1 9 )  que de l a  lectine RCA on obtient un a r c  de précipitation 
1' 

avec la  fraction 2b tandis que la fraction 2a n 'es t  pas précipitée par les  

lectines, 

b - électrophorèse : - - - - - - - - - - - - -  
L'électrophorèse en agarose des 2 fractions 2a et 2b montrent qu'elles 

sont intensément révélées par le réactif de Schiff après  oxydation perio-  

dique et faiblement par llAmidoschwarz, La révélation par le bleu de 

Toluidine fait apparaître une différence entre les  deux fractions : 2a es t  

faiblement révélée et 2b es t  intensément révélée par le ùleii de Toluidine 

(fig. 18). 
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c - composition chimique : - - - - - - - - - - - - - - - - -  

- La composition glucidique des deux fractions montre qu'elles renferment 

toutes les deux les memes constituants (tableau XXIV) dans des  rapports 

molaires voisins. Toutefois, la fraction 2a renferme environ 62 y! 
de g l ~ c i d e s ~ t a n d i s  que la fraction 2S en  contient 76 %. 

- La composition en acides aminés des  fractions 2a et  2b est  ca rac té r i sée  

par leur richesse en threonine, ser ine ,  glycocolle, alanine et proline 

(tableau XXV ). 

- La somme des pourcentages glucides + acides aminés est plus importan- 

te  pour la fraction 2b que pour la fraction 2a. 

- La quantité de lipides extraits par l e  chloroforme-méthanol (2 -1 : v/v) 

est de 7, 9 '$I pour la fraction 2a el de 3, 6 70 pour la fraction 2b. 

L'étude qualitative des lipides ainsi ext ra i ts  es t  

réal isée par chromatographie s u r  couche mince. En utilisant l e  systi.rne 

solvant chloroforme -méthanol-ammoniaque, on met en évidence dans c ha 

cune des fractions, la présence de cardiolipides, céphalines, lecithines 

et sphingomyelines. P a r  chromatographie avec le solvant e the r  de pét ro-  

le-éthanol-acide acétique, on démontre la présence de s tér ides ,  de t r i -  

glycérides, d'acides gras  l ibres,  de diglycérides et  de monoglycérides, 

3)  Etude de la réactivité de l a  fraction 2a après  délipidation : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'étude en double diffusion de l a  frwaction 2a p réa -  

lablement délipidée montre que cette fraction es t  précipitée par les 

lectines de Ricinus communis (fig, 19), 

En électrophorèse, en agarose, cette fraction dé - 
lipidée es t  plus fortement révelée par le bleu de Toluidine que la 



fraction non délipidée 2a. 

D - ETUDE DE LA FRACTION 3 PAR CHROMATOGRAPHIE D ' A F -  
-------------------------Y-------------------- 

FINITE SUR COLONNE DE SEPHADEX G 25 COUPLE AUX LEC- --------------------------------------------- 
TINES DU RICIN : ----------- 

1 ) Chromatographie d'affinité : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L a  fraction 3 éluée de la  colonne de Sepharose  4B 

e s t  déposée s u r  la  colonne de  lectines insolubilisées s u r  du Sepha- 

dex G 25. L'élution e s t  conduite dans l e s  m e m e s  conditions que p ré  - 
cédemment.  On obtient a insi  une fraction non retenue s u r  l a  coloilne 

e t  éluée p a r  l 'eau disti l lée 3a (21 mg) e t  deux f r a c t i ~ n s  3S (25 mg) 

e t  3c (2 mg) éluées de l a  colonne p a r  l a  solulion de  ch lo ru re  de s o -  

dium 0, 5 - M contenant de l 'acide acétique 0 , 1  - NI (fig, 21). 

2 )  Etude des fractions obtenues : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - Double diffusion e n  aga rose  : 

L'étude en double diffusion révèle  que la  f ract ion 3a n 'es t  p a s  préc ip i tée  

p a r  l e s  lectines du Ricin a lo r s  que l e s  fractions 3b et 3c l e  soiit (fig. 1 9  ), 

b - électrophorèse : - - - - - - - - - - - - -  

L'électrophorèse en aga rose  à pH 8 , 2  montre  que l a  fraction 3 a  r en fe rme  

d e s  constituants essentiellement révél.ées p a r  l lamidoschwarz : l 'un a 

une mobilité identique à cel le  de l a  sérum-albumine ; l es  a u t r e s  ont une 

mobilité p-globulinique e t  sont a u s s i  faiblement révé lés  p a r  l e  réact i f  

d e  Schiff a p r è s  oxydation periodique (fig. 18) .  

L e s  fractions 3b et 3c renferment  des  constituants 

r évé lé s  p a r  l 'arnidoschwarz e t  l e  réact i f  de Schiff a p r è s  oxydation pe r io -  

dique a ins i  que des  constituants ayant une migration plus anodique et ré - 



vélés par le bleu de Toluidine (fig. 18). 

3) Chromatographie de gel filtration de la fraction 3b : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La fraction 3b (25 mg) est déposée s u r  une colon- 

ne de Sepharose 613 équilibrée dans un tampon Tr i s  0 , l  M, Na C l  - 
0 , 2  - M, de pH 8, 0. L'élution réalisée par le meme tampon a permis 

d'obtenir 3 fractions 3 b 1 (4 mg), 3b 2 (1 0 mg) et 3b 3 (2 mg) (fig. 21: 

L'électropl-iorèse à PI-1 8, 2 de chacune des  3 f rac -  

tions montre une zone plus ou moins diffuse révélée par l lamido - 

chwarz et par  le réactif de Schiff après  oxydation periodi.que. Dans 

les fractions 3b 1 et 3b 2, on remarque des constit~iants révélcs par 

le bleu de Toluidine (Fig, l e ) .  

4)  Etude immuno-électrophorétique des fractions 3b 1 ,  3b 2, 3b 3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'étude immuno-électrophorétique a été réal isée 

à l 'aide de différents immunsérums : antiprotéines sériques humai- 

nes, antichaine d des immunoglobulines A ,  antilactotransferrine et 

anti 1 -chymotrypsine, Elle a permis de montrer que l a  fraction 3b 1 

ne contient qu'un a r c  révélé par l ' immunsérum antiprotéines sé ri- 

ques humaines et par  l 'immunsérum an t i chahesà .  La fraction 3b 2 

contient deux a r c s  révélés par l ' immunsérum antiprotéines sériques 

humaines : l'un est  aussi révélé par l ' immunsérum anticha'hes h 

et l 'autre par l 'immunsérum anti al  -antichymotrypsine, La  fraction 

3b 3 ne contient qu'un a rc  de mobilité j3-globulinique révélé par 

l 'immunsérum antiprotéines sériques humaines et  par  l ' immunséruin 

antilactotransferrine. 

La fraction 3c n 'a  été obtenue qu'à l 'é tat  de 

t races  et  l'immuno-électrophorèse réal isée avec l 'imrnunsérum anti- 

protéines sériques hun-laines révèle deux a r c s  ayant l'un l a  mobilité 
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des immuno-globulines et l 'autre celle de ~ ' A I  -antichymotrypsine. 

5) Discussion : 

La chromatographie d'un mucus bronchique f ibri l-  

laire réduit s u r  colonne de Sepharose 4B permet de s épa re r  d'une 

part,  l 'ensemble des rnucines ayant différents caractères  d'acidité 

et d'autre part ,  une fraction de poids moléculaire plus faible conte - 
nant des protéines et  des glycoprotéines comme les immunoglobu- 

lines A et  la broricho-transferrine (HAVEZ et Coll. , 1973). 

Nous avons démontré au chapitre precédent que 

toutes les  fractions de rnucines, quelle que soit leur âciciité, roa-  

gissaient avec les  lectines de r ic in .  Nous avons cherché à vérif ier ,  

si, au sein de l 'ensemble des mucines, toutes les molécules étaient 

capables de réagir  avec les lectines de ricin, 

La chromatographie de l 'ensemble des rnucines 

s u r  une colonne de lectines de ricin fixées s u r  du Sephadex G 2 5  permet  

de les séparer  en deux fractions : 

- une fraction mineure,non retenue s u r  la colonne, n'a âpparem- 

ment pas d'affinité pour les lectines de ricin, Cette fraction e s -  

sentiellement glycoprotéique contient cependant des lipides, L'ex- 

traction de ceux-ci par la méthode de FOLCII permet de  démas-  

quer l'affinité des glycoprotéines pour les lectines de r icin,  

- la fraction majeure est  retenue s u r  la colonne et correspond 

à des molécules ayant fine affinité pour les lectines de r icin mais  



encore souillée par de plus faibles quantités de lipides. Or1 

peut rappeler à ce  propos que la sécrétion bronchique humaine 

es t  t r ès  riche en lipides (HAVEZ e t  Coll. ,  1973). 

Peut -être Y a -t -il dans les mircjnes des  répions 

hydrophobes pouvant s e  l ier  à des lipides dont l'abondance sur certaines 

molécules empêcherait -- la réactivité avec les  lectines de ricin, 
P 

Ces expér*iences démontrent en outre, que la réac-  ------ 
tivité d'une fraction avec des lectines ne signifie pas csbligatoii-ernent 

que toutes les molécules contenues dans cet te  fraction ont une affinité 

pour l e s  lectines 

Nous nous proposons ultérieurement de vérif ier  

si des faits du meme genre peuvent ê t re  obscrvés avec la  lecxiile de ge- 

net épineux qui réagit avec toutes l es  mucines des sujets séc ré teurs ,  

Nous avons ensuite utilisé la cllromatogra-phle d t a f -  -- 
finité sLir colonne de Sephadex G 25-lectines de riciri pour fract icnner 

les molécules contenues dans la fraction 3 du mucus réduit, Cette expé- 

rience démontre l'affinité pour l es  lectines de ricin, de molécules coin- 

me la broncho-transferrine, 1' & 1 -antichymotrypsine, ou l e s  iinmuno- 

globulines A, L'affinité de ce dernier  type de molécules pour l e s  lecti- 

nes de ricin a d'ailleurs déjà été constatée par  HARBOE et Coll, (1975). 

IV - ETUDE HISTOCHIMIQUE E T  ETUDE DE L'AFFINITE DES LECTI- 

NES POUR LA MUQUEUSE BRONCI-IIQUE HUMAINE "SAINE" 

Les lectines qui présentent une affinité pour l es  

glycoprotéines présentes dans le  mucus bronchique peuvent e t r e  utilisges 



pour essayer  de localiser ces  moléciiles dans la muqueuse bronchique 

humaine "sainev1 et  éventuellement pour connaitre leur  lieu de  synthèse. 

On sait ,  en effet, que la. muqueuse bronchique hu- 

maine comprend plusieurs types cellulaires impliqués dans la biosyn - 
thèse de glycoconjugués bronchiques (RI-IODIN, 1966) .  

Au niveau de l 'épithéli~im de surface, en dehors 

des cellules ci l iées.  on rencontre des cellules caliciforrnes à mucus 

ouvertes (il y a en moyenne une cellule caliciforme pou]- cinq cellules 

ciliées). Les cellules caliciformes ont une forme t r è s  allongée, l e  noyau 

est rond ou légèrement ovale et  s e  trouve à la  base de la cellule, 

P a r  ailleurs, da.ns la sous -muqueuse sont  locali- 

sées  des glandes tubulo-acineuses muqueuses, séreuses  et mixtes, 

Les acini muqueux sont constit~iées de cellu1.e~ à noyau reni- 

forme rejeté à la partie basale de la cellule ; d'autre par t ,  il es t  

possible de localiser des boules de mucigènes au pole apical,  

Les glandes séreuses  comprennent des cellules à noyau cen- 

t r a l  et arrondi,ou ovalaire, situé à l'union du t i e r s  inférieur et du. 

t i e r s  moyen de la cellule; le cytoplasme contient de nombreuses 

granulations le  plus souvent concentrées dans la région apicale. 

Le mucus bronchique qui tapisse l'épithélium bronchique 

provient essentiellement des glandes de la soiis-muqueuse et ,  pour 

une par t  plus faible, des cellules caliciformes de l'épithélium, 

L'étude de l'affinité de la muqueuse bronchique hi1 



maine a été effectuée au moyen des lectines utilisées pour typer l es  

différentes mucines bronchiques et de la lectine de la limule (limuline) 

qui a une spécifité à lségarc! des résidus d'acide sialique, 

Au cours de l a  réalisation tie ce travail ,  il es t  ap-  

paru que la technique de fixation du tissu bronchique était une étape irn- 

portante. C'est pourquoi, dans un premier temps, nous avons été amengç 

à choisir le type de fixateur le plus favorable à la fixation des glycocon- 

jugués présents dans les  cellules de la paroi bronchique, 

A - CHOIX DU FIXATEUR : ------------------ 

Les fragments de biopsie ont été fixés dans 3 fixa- 

teurs  différents : une solution de formol à 4 %, le mélange de Carrioy et ---- 
l e  mélange alcoolique de Bouin. 

Des études histochimiques et biochimiques ont en-  

suite permis de préciser  le  type de fixateur le mieux adapté à notre étu- 

de, 

1) Coloration de la muqueuse bronchique humaine par  l e  réactif . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
de Schiff après oxydation periodique (P. A. S. ) et par le bleu alcian . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
à différents pH, - - - - - - - - - - - - -  

L,a mise en évidence des glycoconjzgués au sein 

des cellules de la  muqueuse bronchique humaine est effectuée par  

coloration des coupes au moyen du réactif de Schiff après  oxydation 

periodique, La nature acide de certaines de ces  molécules est  mise  

en évidence par la coloration au bleu alcian à différents pH : 2 ,  5 ; I 

et 0,2. 



On remarque qu'aprés fixation par le  mélange 

de Carnoy, la  partie apicale des cellules caliciformes de l'épithé - 
lium bronchique et les  cellules muqueuses des glandes localisées 

dans la sous-muqueuse sont t r è s  intensément révélées pa r  le r éac -  - - - -- -- 
tif de Schiff après  oxxdation periodique. Le cytoplasme entier  des  --------------- ------------ 
cellules sé reuses  es t  t r è s  faiblement coloré (fig, 22).  Les  cellu- 

les caliciformes et les  cellules muqueuses sont t r è s  bien révélées 

à leur apex, par  le bleu alcian à pH 2, 5 (Lig, 2 2) et 1 a l o r s  que ces  --------- 
memes molécules sont faiblement color6es par le bleu alcian à pH 

0,2,  Les cellules séreuses  ne sont que faiblement révélées par le  

bleu alcian aux différents pH et la coloration es t  diffuse dans tout le  

cytoplasme 

Après fixation par le  mélange alcoolique de E>,oui:l> 

la coloration au P. A. S. met en évidence, comme précédemment, ---------------- 
avec une intensité égale, les cellules caliciformes et  l e s  cellules 

muqueuses, Quant aux cellules séreuses ,  elles sont toujours fai - 

blement révélées, La coloration par le bleu alcian permet de r6vé- --------- 
ler l es  cellules caliciformes et muqueuses aux différents pH, mais  

avec une intensité moindre qu'avec le fixateur de Carnoy, 

Lorsque le t issu a été fixé dans la solution de fo r -  

mol à 4 %, l e s  c o l o r a t i ~ n s  obtenues sont beaucoup moiiis intenses 

que dans les  deux cas  précédents. 1l.faut noter cependant, qu'à 

pH 0 ,2 ,  seules les cellules séreuses  restent faiblement colorées,  

En conclusion, l'étude comparative de l a  fixation -- 
de la muqueuse bronchique par trois  fixateurs, résumée dans l e  tableau 

XXVI , montre que les coupes fixées par le formol sont moins colorées -- 





TABLEAU XXVI : 

Coloration de la muqueuse bronchique humaine macroscopique - 
ment "sainett par le réactif de Schiff (P. A. S. ) et le bleu Alcian B pH 2, 5 ; 

1 et O, 2. 

L'intensité de coloration observée est indiquée par : 

+kt+ tr&s forte 

+++ forte 

++ moyenne 

+ faible 

O absence de coloratioi 



par  le P. A. S. que celles qui ont été fixées avec le carnoy ou le Bouin 

alcoolique, Certains glycoconjugués , peut -être des mucines, ne  sont 

probablement pas fixés par le formol et le sont au moins partiellement, 

par  les  deux autres fixateurs, Ceci nous a amené à étudier la solubilité, 

dans ces trois  fixateurs, de mucines préparées à par t i r  d'expectorations 

de malades atteints de bronchite chronique. 

2 )  Solubilité des rnuciiies : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

5 mg de mucines C2 b (RIA.. . ) sont mi s  en sus -  

pension dans 5 m l  de chaque fixateur, Après agitation pendant quel- 

ques secondes, on constate que les mucines placées dans l a  soliilion 

de paraformaldehyde sont dissoutes, a lors  que dans le carnoy et  le 

Bouin al.coolique, il persiste un troublee 

Après 2 h de contact, la suspension de mucines 

dans le carnoy est  centrifugée : on peut ainsi récupérer  lin surlia- 

gearit et un culot qui sont lyophilisés et pesés, A part ir  du culotin- 

soluble, on retrouve ainsi environ 5 mg de produ-it, Après évapora- 

tion et lyophilisation du surnageant, on ne retrouve aucune t race  de 

matériel.  Les mucines bronchiques sont donc insolubles dans le f i -  

xateur de Carnov. 

Après 24 h de contact, la suspension de mucines, 

dans le  Bouin alcoolique est  auss i  centrifugée. On obtient un culot ei 

un surnageant, le  culot es t  lyophilisé et pesé, On retrouve 3 mg de 

produit, Le surnageant es t  neutralisé par  de la soude 1 M, dialysé - 
contre de l 'eau distillée et lyophilisé, On retrouve environ 2 mg de 

produit, 

Les  mucines ont donc un coefficient de solubilité 

différent dans chaque fixateur, Elles sont parfaitement solubles dans - 

le formol, partiellement solubles dans le  Bouin alcoolique et complè - 

tement insolubles dans le Carnoy, Ces résultats amènent à penser 



que les différences d'intensité de coloration des coupes pourraient 

s'expliquer par une extraction plus ou moins importante de  ce r ta i -  

nes  molécules et en particulier,  des glycoconjugués, 

3)  Etude électrophorétique de rnucines en agarose à pH 8 ,2  avec . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
fixation des électrophorégrainmes dans le formol à 4 vo, l e  Carnoy - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

ou le Bouin alcoolique. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les mucines acides (C2 b) de BIA, . . sont étudiées 

en électrophorèse en agarose à pH 8,2. Les électrophorégrammes 

sont ensuite fixés dans les  conditions habituelles (mélange : éthanol- 

eau-acide acétique ou Cetavlon), ou par le Carnoy pendant 2 21, le 

Bouin alcoolique pendant 24 h ou encore la solution de paraformal-  

dehyde pendant 24 h. 

La coloration des différentes lames p a r  l1amido- 

schwarz, le  P. A .  S. et le bleu de Toluidine montre que la  rév6latioiz 

des nzucines par le P. A. S, et le  bleu de Toluidine est plus intense 

quand elles ont été fixées par le Carnoy (fig, 23). Avec c e  fixateur, 

on révèle beaucoup mieux la partie la plus anodique des mucines 

qu'avec les fixateurs habituels, 

Après fixation par l e  Bouin alcoolique, on révèle 

bien les mucines par l e  bleu de Toluidine. P a r  contre, l a  révélation 

a u  P. A, S. e s t  plus faible, (fig, 2 3). 

Après fixation par la  solution de paraformaldehyde 

on n'observe plus qu'une faible coloration au P. A. S e  et aucune colo - 
ration par le bleu de Toluidine (fig, 2 3).  

Cette expérience démontre que les mucines bronchi- 

ques peuvent ê t re  extraites presque en totalité par  la solution de para 

FOrmaldeh~de, partiellement par  le Bouin alcoolique. P a r  contre, le  

Carnoy semble ê t re  le fixateur qui convient le mieux à la  précipitatlor 

des mucines. 
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B - ETUDE DE LA hTUQUEUSE BRONCHIQUE HUMAINE A L'AIDE 
---------------------------y----- 

DE LECTINES NIARQUEES A L A  PEROXYDASE : ................................. 

Cette étude a été entreprise dans le but d'identifier 

les cellules et  éventuellement les groupes d'organites cellulaires qui, 

au sein de la muqueuse bronchique humaine ont une affinité pour ces lec - 

tines, 

Pour réal iser  cette étude, chaque lectine a été 

marquée avec de la peroxydase au moyen d'une solution de glutaral- 

dehyde. Puis l es  coupes obtenues à part ir  des fragments de  t issu broil- 

chique norma1,chez un sujet adulte de groupe sanguin A, ont été fixées 

par le mélange de Carnoy, le Bouin alcoolique ou une solution de para-  

formaldehyde. Elles ont ensuite été incubées avec chaque solution de lec-  

tines marquées à la peroxydase. Au niveau des cellules de l a  muqueuse 

bronchique, la présence de peroxydase est révélée par  de lieal;. oxygenée 

en présence de diaminobenzidine. 

1) Affinité de la lectine à fucose du genét épineux pour les  cellu- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
l e s  de la muqueuse bronchique humaine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La lectine du genét épineux s e  fixe électivement 

au pole apical des cellules calicifornies et des cellules muqueuses 

auss i  bien après fixation par le Bouin alcoolique que par l e  mélange 

de Carnoy (fig. 24 )  (tableau XXVII ). Le cytoplasme des cellules 

séreuses  n'est que t r è s  faiblement marqué, Après utilisation de la 

solution de paraformaldehyde, il n'est pas possible de révé le r  l es  

cellules caliciformes, muqueuses ou séreuses,  Quelque soi t  la fi- 

xation utilisée, l e  tissu conjonctif n'est jamais coloré, au  contraire, 

le  tissu cartilagineux est  toujours coloré, 

Tout marquage disparait après incubation de la 





L'intensité de coloration observée est noté : ++d tr8s forte ; +++ forte ; ++ moyenne ; + faible ; O absence 



solution de lectine en présence de fucose 0,2 - M. De meme,  l 'addi- 

tien d'un pool de mucines (fraction 2 ,  fig, 1 7 )  inhibe l 'interaction 

entre les  lectines et l e s  cellules de la muqueuse bronchique, mals 

n'inhibe pas la  réaction avec le  tissu cartilagineux, 

2 )  Affinité de la lectine du lotier pour les cellules de  l a  muqueü- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
s e  bronchique humaine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après fixation de la muqueuse bronchique par  le 

mélange de Carnoy, la solution de lectine du lotier couplée à la pe- 

roxydase permet de bien colorer  l'apex des cellules muqueuses, 
------y-------- ---- 

p l u s  faiblement celui des cellules caliciformes et é~a!ement, le cy-  ................................. -------- 
toplasme des cellules séreuses (fig. 24).  ..................... 

L'intensité de coloration varie aussi en fonction 

des fixateurs (tableau XXVII ). Si elle es t  intense, après  utilisation 

du mélange de Carnoy, elle est moins marquée avec le Bouin Alcoc- 

lique. Après fixation par la solution de paraformaldehyde aucun de 

ces  t ro is  types cellulaires 11'est coloré, Toutefois, quelque soit la 

fixation, le t i ssu  conjonctif est toujours légèrement coloré,  ainsi  

que le tissu cartilagineux, 

L'addition de fucose 0, 2 - M à la solution de lectine 

avant l'incubation des coupes empêche la réaction de s e  produire : 

aucune cellule n'est marquée. L'addition d'un pool de rnucines (frac - 
tion 2 ,  fig, 1 7)  donne un résultat sensiblement identique , mais  l e  

cartilage res te  coloré, 

3)  Affinité de la lectine de germe de blé pour les  cellules de la . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
muqueuse bronchique humaine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La lectine d e g e r m e  de blé réagit fortement avec 
-------y- ----------- ----------- 

la  partie apicale des cellules calicif'ormes et des cellules muqueuses, ------------------------------------------------ 



Le cytoplasine de certaines cellules séreuses  est  faiblement coloré 

tandis que dans d'autres cellules, il ne l ' es t  pas, Le t i s su  conjonc- 

t i f  e s t  légèrement marqué ainsi  que le  cartilage hyalin entourant les 

chondrocytes (fig. 25) .  L'intensité de marquage de ces différentes 

cellules est sensiblement identique, aprèx fixation par l e  Carnoy 

ou le  Bouin Alcoolique (tableau XXVII ). Après fixation du parafor-- 

maldehyde, aucun type cellulaire n 'est  mis  en évidence, 

L'addition de N -acétyl-glucosamine ( 0 , 2  - M) à la 

solution de lectine de germe de blé avant incubation des  coupes 

ne permet plus de révéler l es  cellules de la muqueuse bronchique, 

P a r  contre, l'addition d'un pool de mucines (frac - 
tion 2 ,  fig, 1 7 )  à la  solution de lectine staccompagi;ie d'une dispar i -  

tion de la  révélation des differents types cellulaires, sauf du t issu 

cartilagineux, 

4 )  Affinité de la lectine du soja pour les  cellules de la muqueuse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
bronchique humaine : - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

lectine ----- oja s e  fixe préfé ----------- rentiellement à l 'a  - ------------- 
pex des cellules caliciformes et  muqueuses, Là encore, la colora-  ---------------------------- 
tion est  beaucoup plus importante lorsque les tissus ont é té  fixés 

par l e  Carnoy (fig, 25) (tableau XXVII ). 

Les cellules séreuses  sont t r è s  faiblement colorées ----------------- - ------------------- 
De plus, elles sont un peu mieux révélées après  fixation par  le Bouin 

Alcoolique qu'après fixation par  le  Carnoy, 

Après fixation par la solution de paraformaldehyde, 

les  cellules caliciformes, muqueuses ou séreuses  ne sont jamais 

colorées. 

Quelque soit l e  fixateur utilisé, le t issu conjonctif ------------ 
présente toujours une coloration de fond et le t issu cart i las ,  ineux est --------------------------------------- 
également coloré, - ---------- 





L'addition de galactose (0,2 - h'I) et de N -acétyl- 

galactosamine (0, 2 - M) à la solution de lectine couplée à la pero- 

xydase ne permet plus la révélation des cellules muqueuses et  Ca- 

liciformes, ni des cellules du t i s ~  u conjonctif, 

L'addition d'un pool de mucines (fraction 2 ,  fig, 

17 ) à la solution de lectine, s'accompagne également d'une dispa- 

rition de la coloration des cellules muqueuses et caliciformes, 

alors que le t issu cartilagineux est encore légèrement teinté, 

5) Affinité des lectines d u  ricin pour les cellules de la muqueuse - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - .  

bronchique humaine : - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Après fixation de la muqueuse b ro~ch ique  par le  mélange de Carnoy ou 

le  Bouin Alcoolique, --------- la lectine RCA réagit fortement avec la  part ie  api -  1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -. - - 
cale des cellilles caliciformes de l'épithélium bronchique et avec les ce i -  .................... -----y-- 

lules muqueuses des _glandes, Pratiquement, tout le  c y t o ~ l a s m e  des acirii -------------- ---- --------------- -. ------------ 
séreux est  auss i  coloré, mais l'intensité de la réaction es t  plus faible. ---------------- 
Le noyau de ces  différentes cellules n 'est  jamais coloré, Le t i s su  coxi- --------- 
;ionetif est coloré uniformément e t ,  dans les fragments d'anneaux car t i la-  .................... 
gineux, la substance intracellulaire du cart i lase hyalin entourant les chon -------------------------- -- 
d r o c p e s  --- -- est t r è s  bien mise  en évidence, Il faut remarquer que l ' intensi- 

te  de la coloration varie en fonction des fixateurs employés (tableau 

- intense après  utilisation du mélange de Carnoy (fig, 2 6). 

- moins marquée avec le Bouin Alcoolique, 

Après  fixation par le paraformaldehyde, seules les cellules caliciformes, 

les  cellules muqueuses et l e  t issu cartilagineux sont t r è s  faiblement C O  - 
lorés.  , 





Les coupes incubées avec la solution de lectines 

RCA marquées à peroxydase et contenant le  sucre inhibiteur (galac- 
1 

tose 0 ,2  - M) présentent une légère coloration de fond, La coloration des 

cellules caliciformes, muqueuses, séreuses ,  ainsi que celle du cart i la  - 
ge a disparu, L'addition d'un pool de rnucines (fraction 2 ,  fig, 1 7 )  à la 

solution de lectine donne le même résultat,excepté la persistance de la 

coloration du cartilage, 

b - RCA . - - - - -  41 - 
Avec la  lectine RCA II'------------------------- les résultats obtenus sont identiques, ------ Toutefois, 

les cellules séreuses  sont plus colorées qu'avec la solution de lectine 
---y----------------------- 

RCA (tableau XXVII ) (fig. 27). 
1 

Les coupes incubées avec la  solution de lectine RCA marquée à la. pe- 
II 

roxydase et contenant les sucres  inhibiteurs (galactose 0 , 2  M ou N -  - 
a c é t y l - g a l a c t ~ s a m ~ e  0 , 2  - M) présentent une légère coloration de fond. 

La coloration des cellules caliciformes, muqueuses et  sé reuses ,  et auç - 
si celle du cartilage a disparu. L'addition d'un pool de mucines ( f rac -  

tion 2, fig. 1 7 )  à la solution de lectine donne un résultat identique :seule 

la coloration du cartilage persiste.  

6) Affinité de la lectine de cacahuète pour l e s  cellules de  l a  mu-  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
queuse bronchique humaine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les cellules qui présentent une affinité pour la  lec-  

tine de cacahuète, sont surtout les cellules séreuses ,  préalablement ----- --------- 
fixées soit dans le Carnoy (fig, 28), soit  dans le Bouin Alcoolique. ~ 
Quelque soit le  fixateur, les  cellules caliciformes ne sont pas m a r -  

quées. P a r  contre, les cellules muqueuses sont faiblement colorees. 1 ----------------------------------------- 
Après fixation par  la  solution de paraformaldehyde, aucun de ces  

types cellulaires n'est révélé, Quelque que soit la  fixation utilisée, 1 
l e s  tissus conjonctif et  cartilagineux sont toujours faiblement colo- 





r é s  (tableau XXVII), 

L'addition de galactose (0,2 - M) à la solution de 

lectine permet d'éliminer totalement le marquage, L'addition d'un 

pool de mucines (fraction 2, fig, 1 7 )  à la solution de lectine empe- 

che la révélation des différents types cellulaires (muqueux, et  séreux 

tandis que le tissu cartilagineux reste coloré, 

7 )  Affinité de la lectine de la Fève -.Jack pour les cellules de la . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
muqueuse bronchique hurnaine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - -  

Après fixation de la muqueuse bronchique par  le 

mélange de Carnoy ou le Bouin Alcoolique, la lectine de l a  Fève - -------------- 
Jack ou concanavaline A permet de colorer  intégralement le cyto- ----------.-- 

plasme des cellules séreuses ,  Les cellules calicifornies et  muqilt'u- .............................................. 
s e s  ne sont pas colorées (fig, 28) .  Aucun cellule n 'est  m i se  en évi-  ----------------- 
dence après  fixation par le formol, Il e s t  à noter que, quelque soit 

le fixateur, le t issu congnctif e s t  coloré, La substance intracellu- -------- ---------- 
laire du cartilage hxalin entourant les chondroc~tes  est e2alemerit ---------- -- ------------------ ----- ------ 
mise en évidence, (Tableau XXVII). 

L'addition préalable à la solution de lectine dl eb 

méthyl-mannopyranoside (0, 2 - h'I) einpéche la révélation des  cel lu-  

les séreuses  du tissu conjonctif et du t i ssu  cartilagineux, 

8) Affinité de la  lectine de limule (Limuline) pour l es  cellules . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
de la muqueuse bronchique humaine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'emploi de l a  lirnuline couplée à la peroxydase 

permet s u r  des coupes de la muqueuse bronchique fixées dans l e  

Carnoy (fig, 29) (tableau XXVII ) de colorer  1.a part ie  apicale des 

cellules caliciformes d e  l'épithélium bronchique où la coloration -------------- 
apparaît diffuse. Elle colore également les  cellules sé reuses  --------- .................... 





qui sont souvent associées pour former les  croissants de GLANUZZI. 

Le marquage apparait sous la forme de petits granules si tués soit 

au p61e apical, soit  dans tout le cytoplasme de la cellule, Le  noyau 

des différentes cellules n 'est  jamais coloré ; les  cellules muqueu-- ------------- 
s e s ,  le t i ssu  conjonctif et le tissu cartilagineux ne sont jamais ------------ 
marqiiés, ------ 

Les coupes fixées dans le Bouin alcoolique et la 

solution de paraformaldehyde n'ont pas été incubées avec cette l ec -  

t ine . 
L'addition préalable d'acide N -acétyl -neuramini - 

que (0,2 - M) à la solution de lectines avant l'incubation des  coupes 

ne  permet plus de révéler les  différents types cellalaires, 

L'absence de réactivité des cellules muqueuses 

de la sous-muqueuse bronchique à la lectine de la  limilline nous a 

amené à utiliser l'action d'une neuraminidase s u r  le  t i ssu  fixe dans 

le  Carnoy e t  à comparer des coupes de t issu colorées p a r  la dou- 

ble coloration bleu alcian -PAS avant et après  action de ce t  enzyme 

Sans action préalable de la neuraminidase, les  cellules caliciforiries 

de l'épithélium bronchique, les cellules muqueuses et s é r e ~ z s  es sont 

préférentiellement colorées en bleu, Après action de la neuramini- 

dase,  les cellules caliciformes sont toujours colorées en bleu, mais 

dans les cellules muqueuses et les  cellules séreuses ,  il y a prédo- 

minance de la coloration rouge s u r  la coloration bleue, démontrant 

ainsi  avant action de la neuraminidase, la présence d'acide sialique 

au niveau des  cellules muqueuses et séreuses ,  

Ces  résultats démontrent donc la présence d'acide 

sialique dans les cellules muqueuses qui ne présentent aucune affi- 

nité pour l a  limuline, 





C - LOCALISATION DE LA BRONCHO-TRANSFERRJNE : ...................................... 

P a r  chromatographie d'affinité, réal isée avec 

les  lectines de Ricinus communis, on a pu montrer qu'à côté des ,mu- - 
cines bronchiques, il existait d'autres glycoprotéines de la sécrét ion 

bronchique ayant une affinité pour les  lectines de Ricin, notarnrncnt, 

la broncho-transferrine, l ' A  1 antichymotrypsine et  la  chaine des 

immunoglobulines A,  En utilisant un immunsérum anti-lactotransfer - 
rine s u r  des coupes initialement fixées dans le mélange de Carnoy, 

on trouve que l a  broncho-transferrine est localisée dans le cytoplas- 

me des cellules séreuses  de la sous -muqueuse bronchique. L e s  glan- 

des muqueuses et les cellules caliciformes ne sont pas marquées,  pa r  

contre, les cellules situées entre les  acini sont intensément marcjuées 

ainsi que le t issu conjonctif (fig. 28) .  Lorsque le s6rum antilactotrans - 
ferr ine es t  préalablement épuisé par une préparation riche en lactotrans -. 

ferr ine,  le marquage des  cellules séreuses  n'apparaît pas, 



C O N C L U S I O N S  - - - - - - - - - - - - -  



L'étude de l'affinité de différentes lectines pour 

une muqueuse bronchique humaine "saineT1 prélevée chez un sujet  de 

groupe sanguin A , a permis de montrer  qu'il existait des s i t e s  de fixa- 

tion variables suivant les  lectines. Dans un premier temps, ce t te  étiide 

a fait apparaître l'importance de 12 fixation du tissu bronchique. 

1 - Le formol, un dex fixateurs généralement le plus employé, dans les 

études de microscopie optique, peut extraire des glycoconiugiiéç au ni - -- 
veau cellulaire. P a r  contre, le  fixateur de Carnoy et le  Bouin alcoolic~ue 

dans lesquels l es  mucines bronchiques sont, soit peu solubles (Bouin a l -  

coolique), soit insolubles (Carnoy) donnent des résultats plus intéressânts -- 

Après utilisation de l'un de ces  deux types de fixation, on remarque no- 

tamment que les cellules bronchiques sont bien colorées par l e  P. A ,  S. 

et le bleu alcian, avec une intensité moindre,  cependant, ap rè s  fixation 

par le Bouin alcoolique, La coloration es t  t r è s  faible après  fixation par 

le  formol, On peut également signaler que l'emploi d'un fixateur à base 

de formol et de glutaraldehyde donnait des résultats encore moins sat is  - 
faisants, Néanmoins, l'étude de l'affiniti! des différentes lectines pour 

les  cellules de la muqueuse bronchique humaine a été effectuée en utili- 

sant les  fixations par le formol, le Bouin alcoolique ou le  mélange de 



Carnoy. En effet, bien que la supériorité du Carnoy soit évidente, 

il paraissait  intéressant de voir si l'extraction plus ou moins importan- 

te  produite par les deux autres fixateurs ne permettait pas de démasquer 

des si tes spécifiques pour les lectines, 

II - Les cellules caliciformes de l'épithélium - bronchique réagissent dans 

leur  partie apicale avec les  lectines de genet épineux et de ie t ier  qui ont 

une affinité pour le  fucose, Elles réagissent également avec l a  lectine d u  - 
ge rme  de blé qui a surtout une affinité pour la N-ac6ty2-glucosamine e t  

non pas pour l'acide N-acétyl-neuraminique, différence d'affinité mise  en  

évidence par les tes ts  d'inhibition de llhérnagglutination réal isés  à l 'aide 

de plusieurs mucines. La partie a.picale des cellules caliciformes r 6 a g t  -----.--- --.- . - 
avec les lectines de r icin et la lectine de s*, On peut doiic penser q u e  

du galactose es t  présent dans ces cellules, mais auss i  de 12 IV-ac4tyX- 

galactosamine, puisque la muqueuse bronchique étudiée a é té  prélevée 

chez un sujet de groupe sanguin A, dont on sai t  que les  glycoprotéines 

douées d'activité de groupe sanguin A ,  ont un certain nombre de r@sidus 

de N -acétyl-galactosamine à la périphérie de leur chaTnes glycariniques . 
Les cellules caliciformes ne réagissent pas avec la  lectine de cacahuète, 

Ceci n'est pas étonnant puisque cet te lectine n'est pas capable de se fi- 

xer  s u r  des molécules sialidées (LOTAN et Coll, , 1975). O r  l e s  cellu- l 
les  caliciformes sont r iches en acide N-acétyl-neuraminique (JONES l 
et  REID, 1973). De plus, la  partie apicale des cellules caliciforrnes r é a -  

git avec la limuline qui a une spécifité pour l 'acide sialique, c e  qui con- 

f irme la présence de rnolécules sialidées dans ces  cellules, Enfin, l e s  I 
cellules caliciformes ne réagisselit pas avec la concanavaline A ,  I 

III - La partie apicale des cellules muqueuses réagit aussi avec les lec - 



tines de genét épineux, de lotier et de germe de blé, Les cellules mu- 

queuses réagissent,  au niveau de leur apex avec les lectines de soja,  

et de cacahuète (faiblement), Elles réagissent uniformément avec les  - -  
lectines du ricin, Ces différences d'affinité des lectines qui ont une spé-  

cifité pour le  galactose sont certainement l ies à la présence de résidus 

acides. Les tests  d'inhibition de llhémagglutination ont, en effet, mon- 

t ré  que les  mucines acides étaient capables de réagir  avec les  lectines 

du ricin. Au contraire,  les  mucines les plus acides ne réagissent pas 

avec les lectines de cacahuète et  de soja, tandis que les  mucines neutres 

ou faiblement acides réagissent. On peut donc penser que les  lectines 

du ricin révèlent la  présence de galactose au sein de molécules d 'aci-  

dité variable répart ies dans toute la cellule a lors  que les  deux lectines 

de cacahuète et de soja mettent en évidence des molécules acides, 

situées à l'apex de la cellule. Les cellules muqueuses ne réagissent pas  - 

avec la  limuline qui a une affinité pour l'acide sialiclue. Ce  résultat es t  

surprenant, c a r  on sait  que les cellules muqueuses contiennent de l ' ac i -  

de sialique (LAMB et REID, 1969) .  La présence d'acide sialique au se in  

de ces cellules peut auss i  expliquer la faible réaction avec la  lectine de 

cacahuète. De plus, l'action d'une neuraminidase s u r  le t issu bronchique 

humain a permis, après coloration histochimique, de mettre en évidence 

de l'acide N-acétyl-neuraminique au sein de ces cellules, On peüt donc 

penser que les résidus d'acide N-acétyl-neuraininique présents dans ce 

type cellulaire ne sont pas accessibles à la limuline, peut-être parce qu' 

ils sont masqués, ou encore, parce que l 'acide sialique contenu dans l es  

glycoprotéines des cellules muqueuses est lié à la chaîne glycannique 

par  une liaison. non reconnue par  la limuline, 

Les  cellules muquemes ne réagissent pas  non pl.us 

avec la concanavaline A ,  



IV - Le cytoplasme des cellules séreuses  de la muqueuse bronchique 

humaine réagit fortement avec la lectine de lotier et plus faiblement 

avec ].a lectine de genêt épineux, Il réagit aiissi avec les deux lecti- 

nes du ricin et la lectine de soja qui ont une affinité pour le  galactose 

et (ou) la N-acétyl-galactosamîne. - De plus, - l e z t o p l a s m e  des celXu- --- 
les  séreuses  réagit assez fortement avec la lectine de cacatiüète inon- - 
trant ainsi  la présence de galactose au sein de inolécirles probablement 

non sialidées. Cependant, il existe dans les cellules séreuses  des mo- 

léc ules contenant de l'acide N -acétyl-neuraminique (LAMB et RE ID, 

1970) ; ces  cellules réagissent également avec la limilline. Ces  résuï-  

tats  ne sont pas surprenants puisque la sécrétion bronchique humaine 

coiitient, en plus des mucines bronchiques, d'autres glycopi-otéirles s i a -  

lidées (LAINE et HAYEM, 197 6). Les cellules séreuses  réagissent aus .- 

si avec la concanavaline A qui a surtout une affinité polirs le mannose; 

o r  la sécrétion bronchique humaine renferme des glycoprotéines à i-izaile- 

nose (HAVEZ et Coll. , 1973). Le marquage à l ' intérieur du cytcplasme 

des cellules séreuses  s e  présente t o u j ~ u r s  sous la forme de petits grains 

parmi lesquels des structures antigéniques analogues à la broncho- 

transferrine ont été mises en évidence. 

V - Il  faut aussi  remarquer que l 'absence de révélation d'un type cellulai- 

r e  ne permet pas d'exclure l 'absence des sucres spécifiques des  leciines 

au sein des cellules, 

En effet,  les  résultats obtenus avec l e s  différentes 

mucines bronchiques humaines ont montr6 qu'il pouvait exister  des phé - 
nomènes de répulsion entre les  mucines acides et certaines lectines, l 
elles -mêmes acides, Les phénomènes disparaissent . après  désialida - 1 
tion des mucines, l 

De même, il peut exister des phénomènes d'encorn-.i 



brements stériques d'autant plus qu'il a été montré que les  lectines 

de cacahuète ( L O T A N  et Coll, , 1975)  de la  Fève-Jack (SO e t  GOLD- 

STEIN, 1968)  et  de germe de blé ( A L L E N  et  Coll , ,  1973)  avaient un 

site de fixation étendu, On sait  d 'autre part,  que des lipides sont Ca- 

pables de venir s e  l ier  aux rnucines bronchiques et d'empeclier ainsi 

leur réaction avec les  lectines du ricin, 

VI  - Enfin, les glycoconjugués mis  en évidence in situ dans le t issu broc- 

chique, peuvent correspondre aux produits de sécrétion en cours de syn- 

thèse- 

L'étude de l'affinité des différentes lectines 

pour la muqueuse bronchique humaine "saine" prélevée cl-iez u n  ri-te- 

lade de groupe sanguin A a donc permis de localiser c e r t a i ~ e s  struc - 
tures glycanniques au sein des difïérents types cellulaires impliques 

dans la biosynthèse des glycoprotéines de la sécrétion bronchique, 

Les résultas obtenus ~ e r m e t t e n t  de difzérencier 

principalement les cellules caliciformes. muaueuses et  sé reuses  au 

moyen de la limuline, de la concanavaline A et de la lectine de caca- - 

huètee 

Les différentes lectines qui ont une affinité pour 

l a  plupart des mucines bronchiques isolées de l'expectoration ont auss i  

une affinit6 pour l e s  cellules caliciformes et les  cellules muqueuses de 

l a  muqueuse bronchique humaine, Cette constatation est  donc en faveur 

de la s.ynthèse de ces  molécules dans les deux types cel lulaires,  Toute- 

fois, la  limuline qui a une affinité pour les cellules cal iciformes et p3.s 



d'affinité pour les  cellules muqueuses n'a pas pu e t r e  utilisée, faute 

de matériel,  pour l'étude des mucines bronchiques humaines, Peut- 

e t re  la réalisation d'une chromatographie d'affinité à l'aide de cette 

lectine permettrait  -elle de distinguer parini les mucines bronchiques 

acides celles qui sont synthétisées par les cellules muqueuses et celles 

qui sont produites par les  cellules caliciformes. 

Enfin, l'étude de l'affinité des  lectines pour l a  

muqueuse bronchique humaine a permis de définir une méthodologie 

qui pourra etre appliquée à la muqueuse bronchique dans différentes 

circonstances physiologiques ou pathologiques, Pour réaljs e r  ilne étu - 
de véritablement comparative des mucines et de  la rnuclueuse bronchi- 

que, il faudra teni r  compte dans l 'avenir du caractère sécré teur  ou 

non sécréteur et de l 'état physiologique ou pathologique du suje t  étüdié, 



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S  ........................ 



1 - Ce t r ava i l  a d'abord permis  de p r é c i s e r  l a  classii'j.caiion chimique - 
des mucines bronchiques isolées de I 'expectoraiion de cinq mala-. -- 
des atteints de  bronchite chronique (2 su je ts  de groupe sanguin A, - 
et  3 sujets  de groupe sanguin O),  

P a r  chromatographie d'échange ionique sur C O  - 
lonne dlEcteola-cellulose . on coiistate que les  mucines bronchique ç 

purifiées à p a r t i r  de l 'expectoration correspondent à une population 

de molécules d'acidité t r è s  d ive r se  qui s e  subdivisent en  p lus ieurs  

groupes dont cer ta ins  c a r a c t è r e s  (degré de glycosylation e t  longuetir. 

moyenne de chaTnes glycanniques) ont pu ê t r e  es t imés  pour  l e s  mo  - 
lécules isolées des sécré t ions  de sujets  de groupe sanguin O, 

- Les  mucines neutres  sont pauvres en rés idus  acides (acide N -  

acétyl-neuraminique et groupements sulfate),  El les  se ra ien t  fa i -  

blement glycosylées (30 chaînes pour 1 0 0  acides aminés )  e t  l a  

longueur moyenne des chaemes glycanniques s e r a i t  d e  5 , 7  à 8, 5 

réSidus de s u c r e s ,  

- L e s  mucines acides s e  distinguent selon l eu r  teneur  relat ive --------------- 
en acide sialique et  en sulfate,  en mucines s ial idées et  en muci  - 



nes sulfatées, 

. les rnucines sialidées seraient  les  l e s  plus glyco- 

sylées (35 à 50 chalnes pour 1 0 0  acides aminés) e t  l a  longueur 

moyenne des cha-înes glycanniques sera i t  de 4,9 à 5, 6 résidus 

de sucres ,  

. les mucines sulfatées seraient  moins glycosylées (30 à 35 

chaînes pour 100  acides aminés) e t  la longueur moyenne des 

chaînes glycaiiniques sera i t  de 6, 8 à 9 ,  6 résidus de sucres ,  

- Les rnucines 1é~Grement acides sont des molécules interm6diai- ---------- ---------- 
r e s  entre 'les mucines neutres et  l e s  rnucines acides, 

2 - Les mucines obtenues par  lavages bronchiques - réalisés dans des zo- 

nes macroscopiquement saines de l ' a rb re  bronchique de sujets de gr-onpe 

sanguin O, sont des moli-cules principalement sialidées et que leur degr4 

de glycosylation et  leur longueur moyenne de chaînes glycânniques appa-- 

rentent aux mucines sialidées, isolées de l'expectoration des malades aduZ 

tes atteints de bronchite chronique, 

Ce résultat permet de suggérer que l e s  molécules -.- 

neutres ou sulfatées isolées de l'expectoration des sujets atteints de bron -- 
chite chronique sont des molécules pathologiques, 

3 - L'étude des propriétés immunologiques des mucines bronchiques neu- 

t r e s  a permis de souligner la difficulté à purifier c e s  molécules, 

- les mucines neutres excercent à l 'égard des  t races  d e  protéines -------- ------- 
qui les contaminent ou de certaines protéines sériques, un r81e 

d'adjuvant inlrniinitaire. 



- El les  sont antigéniques pour le lapin e t  l e ~ r  s i t e  antigéni- 

que e s t  localisé au voisinage de la part ie  C-terminale,  peu g ly-  - 
cosylée,  de l 'axe polypeptidique, 

C e  s i t e  est  retrouvé dans les  cellules muqueuses 

de la  muqueuse bronchique humaine, 

4 - L'étude de l'affinité de différentes lectines pour l e s  différents types 

de mucines isolées chez des inalades atteints de bronchite chronique ii 

p e r m i s  plusieurs  constatations : 

, - les  mucines sgnthétisées p a r  un sujet  non séc ré teu r  n e  r éag i s  - 
sent  pas avec l e s  lectines de genet épineux et de soja ,  c o n t r a i r e -  

ment à la  plupart des mucines de sujets  séc ré teu r s ,  

- contraireinent aux mucines neutres  ou faiblement a c i d e s .  l e s  - - 
mucines les  plus acides,  notamment en raison de l eu r  teneur  en 

P v 

acide sialique ne  réagissent pas avec cer ta ines  lectines ( lot ier ,  

soja,  cacahuète),  

- la  fixation de lipides s u r  cer ta ines  mucines bronchiques (peut - 

ê t r e  s u r  des régions particli l ièrement hydrophobes) peut  empéche ---. 

l'affinité de ces  mol~écules pour les  lectines de ricin,  

5 - L'utilisation de lectines permet  a u s s i  de distinguer les  différents  

types cel lùlaires  impliqués dans 1s sécrét ion bronchique, 

L'affinité de cer ta ines  lectines d'une p a r t  pour l e s  

cel lules  cal iciformes e t  les  cellules muqueuses e t  d 'autre  p a r t ,  pour l a  

majeure  part ie  des  mlricines suggèrent que c e s  deux types ceilu1aii .e~ 

sont à l 'origine de la synthèse des mucines bronchiques, 



Une méthodologie a été mise au point qui permet-  

t r a  peut-être, dans l 'avenir,  de définir la sécrétion des cellules calici- 

formes et celle des cellules muqueuses. Elle pourra e t re  aus s i  utilisée 

pour la  comparaison de différents états pathologiques et de l 'é tat  physiû- 

logique ou pour la surveillance de l'effet de certains agents pharmaco- 

dynamiques sur  la  muqueuse bronchique humaine. 
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APPENDICE TECIINIQUE - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

1 - TECHNIQUE DE PURIFICATION DES LlUCINES 

A - A par t i r  du mucus bronchique fibrillaire de sujets 
atteints de bronchite chronique 

1) Préparation du mucus fibrillaire 

2 )  Réduction du mucus fibrillaire 

B - A par t i r  des liquides lavages bronchiques 

1) Obtention des liquides lavages bronchiques 

2 )  Réduction du produit des lavages bronchiqliies 

C - Chromatographie d'échange ionique s u r  colornie 

dtEcteola-Cellulose 

1) Préparation de l'échangeur et montage de la 

c olonne 

2 )  Coriditions dlélution 

D - Chromatographie de gel filtration 

D - Chromatographie s u r  colonne de Carboxy -méthyP- 

cellulose 

1) Préparation de l'échangeur et de la colonne 

2 )  Chromatographie 

UDES TROPHORETIQUES 

A - Electrophorèse en agarose 

B - Electrophorèse s u r  acétate de cellulose 

C - Electrophor&se s u r  gel de polyacrylamide 



III - ETUDE IMMUNOELECTROPHORETIQUE : T8 

A - Préparation des immunsérums T8 

1) Immunsérums anti-mucines S6B ou anti-mucines A l  

2 )  Purification des immunsérums anti-mucines S6B ou 

anti-Al par saturation 

a - éléments utilisés pour la saturation des immun- 

sérums 

b - mode opératoire 

. épuisement par les protéides 

. épuisement par  les globules rouges 

B - Utilisation dlimniunsérums commerciaux 

C - Immunoélectrophorèse sirnple 

D - Immunoélectrophor&se en double dimension 

IV - INHIBITION DE L1HEMAGGLUTINATION 

V - ULTRACENTRIFUGATION 

A - Détermination du coefficient de sédimentation 

l3 - Détermination du poids moléculaire 

VI - METHODE D'ETUDE DES GLUCIDES E T  DES GROUPE - 
MENTS SULFATE 

A - Repérage des oses par la méthode automatique de 

dosage à l 'orcinol 



B - Analyse de la  composition glucidique p a r  ch roma-  

tographie en phase gazeuse 

1 ) Méthanolyse 

2) N -acétylation et  de --O-acétylation 

a - N -acétylation 

b - dé -O -acétylation 

3)  T r i  -méthyl- silylation 

4)  Libération des osamines  dans l e  c a s  des  lect ines  

du r ic in  

5) Standard interne 

6) Chromatographie en phase gazeuse 

C - Dosage de l 'acide sialique 

D - Groupement sulfate 

E - Oxydation periodique 

F - Action d e  l a  galactose-oxydase e t  oxydation p a r  l e  

b rome  Tl  7 

VI1 - METHODES D'ETUDE DES ACIDES AMINES T I 7  

A - Methode automatique d e  repérage  des  acides aminés  

e t  des  peptides p a r  réact ion à l a  ninhydrine T l  7 

B - Détermination de l a  composition en acides aminés T l  8 

1) Hydrolyse 

2) Analyse des  acides aminés  s u r  auto-analyseur 



C - Détermination des  acides aminés  en position N - te rminale  T l  9 

D - Détermination des  acides aminés  en  position C - te rminale  T2 O 

E - Dosage de l a  cystéine sous  forme d'acide cystéique a p r è s  

oxydation performique ~ 2  0 

VI11 - REDUCTION E T  ALKYLATION D'UNE MUCINE BRON- 

CHIQUE T 2 0  

IX - HYDROLYSES ENZYMATIQUES T 2 1  

A - Hydrolyse trypsique T 2 1  

B - Hydrolyse papainique e t  pronasique T 2 1  

C - Hydrolyse pronasique ~ 2 2  

X - METI-IODES D'ETUDE DES LIPIDES T 2 2  

XI - TECI-INIQUES DE PREPARATION E T  MESURE DE L'AC- 

TIVITE HENLAGGLUTINANTE DES LECTINES T 2 2  

A - Prépara t ion  des  lectines du r ic in T 2 3  

1) Broyage des graines et fractionnement au  sulfate 

d 'ammonium 

2 )  Chromatographie d'affinité s u r  Sepharose 4E 

3) Fract ionnement  des lectines du ricin 

4 )  Purification des  lectines du r ic in  



E - Préparation de la lectine à fucose du genêt épineux T24 

1) Broyage des graines et fractionnement par le s u l -  

fate d'ammonium 

2 )  Chromatograpliie d'affinité s u r  une colonne d'expoxy- 

Sepharose couplé à du L-Fucose 

a - Préparation de la colonne 

b - Chromatographie d'affinité 

C - Préparztion de la lectine de cacâhuète T 2 6  

1) Broyage des graines et fractionnement a u  sulfate 

d'ammonium 

2 )  Chromatographie d'aflinité s u r  une colonne de Se -  

pharose N - E-aminocaproyi -D -galacto-pyrano- 

s ylamine 

D - Détermination de l'activité hémagglutinante des lectines T 2 7  

1) Préparation des globules 

2 )  Titration des lectines 

XII - METHODE D'ETUDE DE L'AFE'INITE DES LECTINES P O U R  

LES MUCINES T28 

A - Affino -électrophorèse bidin:ension~ielle T28 

B - Affino -diffusion T29 

C - Inhibition de l 'hér~agglutination T29 

D - Chromatographie d'affinité s u r  colonne de Sephadex 

G2 5-lectines du ricin TYO 



1 )  Fixation des lectines de ricin s u r  Sephadex G2 5 

2 )  Chromatographie .d'affinité su r  la colonne Sephadex 

G2 5 -lectines de ricin 

XII1 - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES T 31 

A - Prélèvement du t i s su  T 31 

B - Fixation du tissu 1'33. 

1) Fixation dans le  mélange de Bouin-Hollande- 

E rlant 

2 )  Fixation dans le mélange de Carnoy 

3) Fixation dans le Bouin Alcoolique 

4 )  Fixation dans le formol 

C - Préparation des coupes T32 

D - Techniques histochimiques T32 

1 )  Coloration par le réactif de Schiff après oxyda- 

tion ~e r iod ique  (PAS) 

2 )  Coloration par le bleu alcian à différents pH 

3)  Double coloration par l e  bleu alcian à pH 2, 5 et  

pa r  le  réactif de Schiff après oxydation periodi- 

que 

4 )  Action de la  sialidase de Diplococus Pneumoniae 

E - Techniques d'imnlunofluorescenc~ T 34 

1 )  Révélation directe 

a - couplage de llimmunsérurn anti-Al avec de 

llisothlocyanate de fluoresceine 

b - révklation 



2)  Révélation indirecte 

F - Immunohis tochimie T35 

G - Révélation de l'affinité t issulaire des lectines à l 'aide 

de la peroxydase 3'36 

1) Technique de marquage des 1ec.tines à la peroxydase 

2 )  Technique d'épuisement des lectines marquées à la 

peroxydase 

3 )  Réaction des lectines avec le t issu bronchique 

4)  Révélation de la peroxydase 
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1 - TECHNIQUE DE PURIFICATION DES MUCINES : 

A - A  PARTIR DU MUCUS BRONCHIQUE FIBRILLAIRE DE SUJETS .............................................. 
ATTEINTS DE BRONCHIQUE CHRONIQUE : .............................. 

1) Préparation du mucus fibrillaire : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
L'expectoration de cinq malades atteints de bronchite 

chronique es t  collectée tous les  jours et congelée jusqu'au moment 

de l'emploi. Après décongélation, les échantillons sont rassemblés  

e t  lavés pendant une heure avec t ro is  volumes de sérum physiologi- 

que, Le mélange es t  a lors  centrifugé pendant 20 min à 4 OOOg : on 

élimine le surnageant et on lyophilise le culot, 

2 )  Réduction du mucus fibrillaire : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le mucus fibrillaire lyophilisé est  mis en suspension 1 
dans un tampon phosphate de sodium 0,075 - M de pH 7 , 3  (1 0 g de mu-  

tus dans un l i t re  de tampon) et agité pendant une nuit à 4°C. On ajou- 

t e  ensuite du mercapto-éthanol pour avoir une concentration finale 1 
de 1 b/o ( V/V ) et l e  mélange es t  a lors  mis  en agitation pendant 4 heu- 

r e s  à 37°C. Après centrifugation du mucus réduit à 4 000 g pendant 

20 min, on élimine le précipité et on dialyse l e  surnageant pendant 

trois  jours à 4°C contre de l 'eau distillée (2  changements par  jour),  



B - A PARTIR DES LIQUIDES DE LAVAGES BRONCHIQUES : ......................................... 

1) Obtention des liquides de lavages bronchiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Deux sor tes  de lavages bronchiques ont été réal isés  : 

a - Des lavages bronchiques ont été réal isés chez 5 sujets ( 3  sujets  de 

groupe sanguin O, un de groupe sanguin A et  un de groupe sanguin 

B). Ils ont été effectués sous fibroscopie par  instillation dans l e s  

bronches ventrale moyenne et  lobaire inférieure droites d'une solu-  

tion de chlorure de sodium à 9 p. 1000 contenant de la N-acétyl-cysté 

ine (1 70 pour le  lavage des sujets no 1 ,  2 et 3, 0, 4 % dans les  c a s  

des sujets no 4 et 5). 500 m l  de solution ont été utilisés pour le  l a -  

vage bronchique des sujets 1, 3, 4 et 5 et 2 00 m l  pour le  lavage 

bronchique du sujet 2. 

b - Des lavages bronchiques ont été réalisés chez 6 sujets de groupe 

sanguin O avec 500 m l  d'une solution physiologique de chlorure de 

sodium contenant de la N-acétyl-cystéine (0,4 $) et aussi  de la xy- 

locaine (0, 04 %). 

2)  Réduction du produit des lavages bronchiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - Dans la  première sé r ie ,  chaque lavage bronchique a été centrifugé 

et séparé en une fraction soluble et  un culot géliforme qui ont été 

dialysés contre eau distillée, puis lyophilisés, Les culots "géli - 
formes1! ont é té  ensuite soumis à une réduction par  le  mercapto- 

éthanol à 1 70 comme dans l e  cas  des mucus fibrillaires de l 'expec- 

toration, 



b - Les lavages bronchiques de la  deuxième sér ie  ont été réunis,  dia-  

lysés contre eau distillée, et  lyophilisés pour constituer un pool de 

lavage bronchique. Ce pool a été réduit dans des conditions identi- 

ques à celles qui ont été précédemment décrites,  

C - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE IONIQUE SUR COLONNE -------------------------------------------- 
D'ECTEOLA -CELLULOSE : ------------------ 

Le mucus bronchique réduit est fractionné s u r  une colon- 

ne dlEcteola-cellulose dont la capacité d'échange es t  de 0,4 mEq par g 

dtEcteola -cellulose sec ,  

1) Préparation.de l'échangeur et montage de la colonne : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le protocole de régénération appliqué à l tEcteola-  

cellulose a été décrit  par  DEGAND (1972). 

LIEcteola-cellulose est  ensuite équilibrée dans une so-  

lution de chlorure de sodium O, 1 M et monté s u r  colonnes munies - 
à leur extrémité inférieure d'un disque en ve r r e  fritté de porosité 

2 )  Conditions dlélution : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le mucus bronchique réduit et lyophilisé es t  dissous et 

déposé au sommet de la  colonne dlEcteola-cellulose. Les dfmensions 

de la colonne ont été choisies en fonction de la quantité de mucus r é -  

duit, soumis à la chromatographie ( 3  c m  x 20 c m  pour 700 mg de mu-  

cus réduit ou 4 cm x 45 c m  pour 1 , s  g). 

L1élution de la  colonne es t  menée à la  température du l a -  

boratoire par passage successif des solutions de molarité croissante 

en chlorure de sodium : 



- soit Na C l  O, 1 M  - 

Na Cl  O, 1 - M  HC1 0 ,01  - M 

Na Cl  0 , 3  - M HC1 0,Ol - M  

Na Cl  0 , 5  - M HC1 0,Ol - M 

Na C l  0 ,7  - M HC1 0,01 - M pour l es  mucus de lavages bronchiques 

- soit Na Cl  O, 1 M - 
Na Cl  O, 1 - M HC1 0,01 - M 

Na C l  0 ,4  - M HC1 0,01 - M 

Na Cl  0 , 7  - M HC1 0,01 M pour les  nlucus des malades WAS. . . et - 
VAN.. . 

- soit Na Cl  O, 1 M - 

Na Cl  O, 1 - M HC1 0,01 M - 

Na Cl 0 ,7  M HC1 0,01 M pour les mucus des malades M A R . .  . , - - 
B U . .  . et PRO..  . 

Des fractions de 1 0  m l  (ou 20 ml)  sont recueillies à la 

sort ie  des colonnes (3 cm x 20 cm)  ou (4 cm x 45 cm) s u r  collec- 

teur automatique de fractions, 

Chacun des tubes correspondant au fractionnement es t  

soumis à une lecture au spectrophotomètre à 278 nm et à une es t i -  

mation de l a  teneur en oses combinés par une méthode de dosage à 

l 'orcinol (DEMA ILLE et Coll, 1 9  65). 

Les  fractions éluées de la colonne dlEcteola-cellulose 

par les solutions de chlorure de sodium 0 ,4  M HC1 0,01 M (mala- - - 
des WAS.. . et  VAN. .  . ) ou 0 , 7  M HC1 0,01 M (malades MAR, .  . , - - 
B U . .  . et PRO. .  . ) sont à nouveau fractionnées s u r  une colonne 



dtEcteola-cellulose. Chaque fraction est  dissoute dans une solution 

de chlorure de sodium O, 1 - M et déposée au sommet de la  colonne. 

Celle-ci e s t  ensuite éluée pa r  un gradient continu de chlorure de s o -  

dium de molarité croissante soit de O, l à 0 , 4  - M (malades WAS. . . 
et  VAN.. . ), soit de 0 , l  à 0 , 7  - M (malades B I A . .  , , MAR.. . et  PRO..  

Ce gradient linéaire est  réa l isé  à l'aide de deux récipients contenant 

l'un 800 m l  d'une solution de Na C l  O, 1 M, HC1 0, 01 M, e t  l 'autre - - - 
Na Cl  0 , 4  - M, HC1 0 ,01  M ou NaCl 0 , 7  M, HCl O. 01 M. - - - 

D - CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION : ................................. 

Les fractions éluées des colonnes dlEcteola-cellulose par 

l e s  différentes solutions de chlorure de sodium sont soumises à une chro 

matographie de gel  filtration s u r  Sepharose, La granulation du Sepharose 

utilisé a été déterminée pour chaque fraction après des essais  préliminai 

r e s  s u r  différentes colonnes de Sepharose 2B, 4B ou 6B. 

Chaque fraction est  dissoute dans un faible volume de tam 

pon Tr i s  HC1 O, 1 M de pH 8, O contenant du chlorure de sodium 0 , 2  M.  - - 
déposé au sommet de la  colonne de sepharose et éluée par  l e  même t am-  

pon, Les dimensions des colonnes varient en fonction des quantités de 

préparation à chromatographier (2 cm x 4 7 , 5  cm pour 25  mg ; 2, 5 c m  x 

47 cm pour 100  mg et 4, 5 c m  x 47 c m  pour 500 mg). Au bas de chaque 

colonne,on recueille des fractions de 2, 5 m l  (1 ,2  cm x 4 7 , 5  cm), 5 m l  

(2,5 c m  x 47 cm)  ou 1 5  m l  (4, 5 c m  x 47  cm) s u r  collecteur automatique, 

Elles sont soumises à une analyse spectrophotométrique à 278 nm et à 

un dosage automatique des  oses à l lorcinol (DEMAILLE et Coll. , 1 9  65). 

E - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE CARBOXY-METHYL- .............................................. 
CELLULOSE : --------- 



La fraction éluée de la colonne dfEcteola -cellules e par 

la solution de chlorure de sodium à 0 , l  M et purifiée par chromatogra- - 
phie de gel filtration s u r  colonne de Sepharose 2B ou 6B es t  soumise à 

une chromatographie d'échange ionique s u r  carboxy -méthyl -cellules e. 

1 )  Préparation de l'échangeur et de la colonne : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Le protocole de régénération appliqué à la  carboxy- 

méthyl-cellulose (Whatman CM 11)  comporte plusieurs étapes ef-  

fectuées s u r  un entonnoir muni d'un ve r r e  fritté,  Un cyc le  de r é  - 
génération comprend : 

- un lavage à l'eau distillée, 

- un contact de 30  min avec Na OH 0,2 M, - 
- un lavage abondant à l 'eau distillée jusqu1i2 l'obtention d'un pH voi- 

sin de la neutralité, 

- 30 min en contact avec HC1 0, 2 M, - 
et, enfin, un lavage à l'eau distillée jusqulà l'obtention d'un pH voi- 

sin de la neutralité, 

2) Chromatographie : - - - - - - - - - - - - - - - - -  
La chromatographie d'échange ionique est  réal isée s u r  

une colonne (2 cm x 20 cm) remplie de carboxy-méthyl-cellulose 

équilibrée dans du tampon acétate de sodium 0,01 M de pH 5, 5. A p r è s  - 
dépôt de la fraction sous un volume de 2 m l  de tampon, l'élution es t  

conduite par un gradient discontinu correspondant au passage succes-  

sif des tampons : 

- acétate de sodium 0,01 M de pH 5, 5 - 
- acétate de sodium O, 1 M de pH 5, 5. - 

a 
On recueille des fractions de 5 ml dont on mesure l 'ab- i 

C 
2 



sorption spectrophotométrique et dont on dose la teneur en oses com- 

binés grâce à la méthode automatique à l 'orcinol (DEMAILLE: et 

Coll. , 1965). 

Les deux fractions obtenues sont dialysées contre de 

l'eau distillée et lyophilisées, 

II - ETUDES ELECTROPHORETIQUES : ~ 
A - ELECTROPHORESE E N  AGAROSE : 

@ 

L'électrophorèse en agarose es t  effectuée selon une mo - 

dification de la méthode de SCHEIDEGGER (1 955). Le support est  un ge 1 1 
d'agarose à 1 OJo (Industrie Biologique Française,  Genevilliers, France)  I 
dans un tampon véronal sodé de pH 8 ,2  et de force tonique 0 ,1 ,  coulé sur  

des lames de microscope (25 x 75  mm),  La migration électrophorétique 1 
s'effectue pendant une heure sous une différence de potentiel d e  20 volts I 
aux extrémités des  lames. Les électrophorégrammes sont révélés  par  l 
llAmidoschwarz (DEGAND, 19 72), le  réactif de Schiff après oxydation 

7" 

periodique (BISERTE, 1957) et le bleu de Toluidine (VANARKEL et Coll, , 

a; > 

B - ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE : 

L'électrophorèse es t  real isée s u r  des bandes d'acétate 

de cellulose Sépraphore III(2, 5 x 15 cm),  à pH 8, 6, selon la technique l 
de Kohn (1957). Les  6lectrophorégrammes sont révélés par l 1~midoschwa4  

(DEGAND, 1972), et le réactif de Schiff après  oxydation periodique (BI - 



C - EI3CTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE : 

L'électrophorèse es t  réal isée selon l a  technique de 

WEBER et OSBORN, (1 9 69) mais le gel utilisé est,  selon la définition 

de HJERTEN (1 962) caractér isé  par T = 13, 66 70 et C = 1,32 70. On dé - 
pose 50 microgrammes de fractions à étudier dans 50 microli tres de 

tampon phosphate de sodium 0, 01 - M de pH 7, O contenant du S. D. S (1 %) 

au sommet des gels (0 ,5  x 12 cm)  et on laisse migrer  pendant 4 heures 

avec une intensité de 8 mA par  gel, Les gels sont ensuite colorés par  

le  bleu Coomassie (LAINE, 1975) et le réactif de Schiff après  oxydation 

periodique (ZACHARIUS et Coll. , 1 9 69). 

III - ETUDE IMMUNO-ELGCTROPHORETIQUE : 

A - PREPARATION DES IMLTUNSERUMS : ............................ 

1) Immunsérums anti-mucines S6B ou anti A l  : 

L'immunisation des lapins pa r  des rnucines S6B ou A l  de 

bronchite chronique a été effectuée de la façon suivante : injections 

intramusculaires hebdomadaires de 5, 1 0  ou 20 mg de mucines dis - 
'soutes dans 0 , 5  m l  de chlorure de sodium physiologique tamponnée 

à pH 7, O (PBS) et mélangées à 0, 5 ml  d'adjuvant complet de Freund 

(DIFCO) (Laboratoires Detroit, Michigan), pendant une période de 

deux ou trois  mois. 

2)  Purification des immunsérums antimucines S6B ou antimuci- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
nes A l  par saturation : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - éléments utilisés pour la saturation des immunsérums : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

. une préparation enrichie en lactotransferrine . une préparation d'immu. 



noglobulines A de lait, ainsi  que deux préparations de c h a k e s  légères  

d~immunoglobulines fC e t  X nous ont été aimablement données par Mon- 

sieur l e  Professeur HAVEZ et Madame le Docteur HAYE M. 

. globules rouges humains A ou O : (Centre Régional de Transfusion 

sanguine, Lille) e t  globules rouges de mouton (Institut Pas teur ,  Par i s ) ,  

b - mode opératoire : - - - - - - - - - - - - - -  

. épuisement par  les protéides : un m l  d'immunsérum es t  épuisé pendant 

2 heures à 37°C par 5 mg de sérum humain lyophilisé, 2 mg de la fraction 

d~immunoglobulines A et 2 mg de la fraction riche en lacto-transferrine. 

Le mélange est a lors  laissé pendant une heure à + 4°C et centrifugé, On 

recueille le surnageant qui s e r t  à effectuer les  études immunologiques, 

, épuisement par les  globules rouges : l l immunsérum anti-mucines A l  

(0, 3 ml) a aussi  été épuisé par des globules rouges humains A ou B ou par 

des globules rouges de mouton (0,15 m l  d'une solution 8 1 0  O/o (v/v) dans 

du chlorure de sodium physiologique tamponnée à pH 7, O (PBS). 

B - UTILISATION D'IMMUNSERUMS COMMERCIAUX : 
a------------------------------------ 

# 

Des immunsérums fabriqués chez le lapin : anti-proté- 1 
ines sériques humaines, antichaine CA des immunoglobulines, anti  - 
lactotransferrine et anti h 1 antichymotrypsine ont également été utilisés1 

(BEHRING). 

C - IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE : ............................. 

Cette technique associe une migration électrophorétique 

et une identification immunologique par réaction de précipitation antigène - 
anticorps dans du gel d'agarose à 1 % dans un tampon véronal de pH 8 , 2  

Après dépot de l ' immunsérum et incubation des lames à température du 



laboratoire pendant 48 heures, l e s  gels sont laissés avec du s é r u m  phy- 

siologique pendant 1 heure, séchés,  lavés avec de l 'eau courante pendant 

deux jours, séchés et  révélés par coloration avec llamidoschtvarz (LAM- 

BLIN et Coll., 1973). 

D - IMMUNOELECTROPHORESE EN DOUBLE DIMENSION : 

Cette technique comprend deux migrations électropho- 

rétiques (LAURELL, 1 9  65). Le premier  temps électrophorétique permet 

la  séparation s u r  un gel d'agarose des différents antigènes, Le deuxième 

temps électrophorétique s e  fait dans un gel dtagarose contenant l t immun-  

sérum selon une direction perpendiculaire à celle de la première  dimen- 

sion. On réal ise ainsi une réaction de précipitation antigène-anticorps . 

(dépendant du rapport antigène -anticorps), 

1 ) Matériel d'électrophorèse : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - cuve : - - - - - -  

Les cuves à électrophorèse sont des cuves fermées,  équipées d'un com- 

partiment central  étanche dans lequel est  établie une circulation d'eau cou 

rante, ceci afin de stabiliser la température du gel pendant l 'électropho- 

rèse. 

b - Tampon véronal pH 8, 6 (force ionique 0, 02 ) : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- véronal sodé : 41,2 g 

- véronal acide : 8 g 

- eau distillée q. S. p. 10  l i t res 

Ce tampon es t  utilisé dans les bacs à électrophorèse et pour la  p répara -  

tion de l tagarose.  



2)  Mode opératoire : - - - - - - - - - - - - - - - - -  
a - Première  dimension : - - - - - - - - - - - - - - - - -  
1 5  m l  d'agarose (Industrie Biologique Française, Genneviïïers, France)  

à 1 % dans un tampon véronal de pH 8, 6 sont coulés s u r  une plaque de ve r  

de dimensions 1 0  x 10  cm. 

Après refroidissement, une sé r ie  de fentes es t  pratiquée à 0, 5 cm à l ' ex-  

t rémité cathodique de la plaque, Quatre échantillons peuvent ê t r e  déposes 

s u r  la  meme plaque dans des trous distants les  uns des  autres  de 2, 5 cm.  

On dépose 40 à 50 microlitres de solution à étudier dans chaque fente, La 

migration électrophorétique e s t  effectuée pendant une heure sous  une di f -  

férence de potentiel de 100 volts aux extrémités de la  plaque, Après é lec-  

trophorèse, l e s  fentes sont comblées en y coulant un peu dlagarose  à 1 (lo. 

b - Deuxième dimension : - - - - - - - - - - - - - - - - -  

La plaque dlagarose es t  a lors  découpée à l 'aide d'une lame d e  raso i r  en  

4 bandes ( I O  x 2,5cm). Chaque bande est  t ransferrée  s u r  le coté cathodi- 

que d'une autre plaque de v e r r e  de dimensions 10 x 1 0  crri, Su r  le res te  de 

la plaque on coule 12 m l  dlagarose à 1 70 contenant 300 microli tres d ' im-  

munsérum, 

Après gélification, la plaque es t  placée dans la cuve à électrophorèse r é -  

fr igérée et la seconde migration est effectuée pendant une nuit sous une 

tension de 30 volts aux extrémités de la plaque, 

c - Révélation des plaques : - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Avant de colorer  les  plaques, il faut laver l e  gel et  le sécher,  

. Lavage et séchage : 

Le protocole appliqué est  le  suivant : 

- on recouvre le  gel  avec une couche de feuilles de  papier filtre super 

posées d'une épaisseur de 2 cm, 



- on exerce une pression pendant 30 à 45 min, à l 'aide d'une plaque dl 

v e r r e  recouverte d'un poids de 500 g. 

- après  avoir 6té l e  papier filtre,  on lave l a  plaque avec une solution 

de chlorure de sodium physiologique tamponnée à pH 7, O (PBS),deux fois 

pendant 1 5  min, puis on lave à l'eau distillée pendant 15  min e t  on sèche 

la plaque d'agarose recouverte d'une feuille de papier filtre sous un cou- 

rant d'air chaud, * 

. Coloration : 

- les  a r c s  de précipitation sont révélés par  coloration de l a  plaque 

pa r  le bleu de Coomassie (LAINE, 1975). 

IV - INHIBITION DE L'HEMAGGLUTINATION : 

La recherche de l'activité de groupe sanguin e s t  effectu - 

ée  par étude de l'inhibition de l'hémagglutination de globules rouges h u -  

mains A, B ou O par  des immunsérums correspondants, préalablement 

absorbés par  la fraction à étudier selon la technique de WATKINS et 

MORGAN (1 9 62 ) . 

Chaque détermination est fâite en additionnant 1 O 0  pl d'une 

solution de mucines (2 mg/ml) ou d'une dilution de cette solution mère  dan 

du sérum physiologique tamponné à pH 7, O à un volume égal  dlimmunsé - 
rum contenant 2 doses agglutinantes (WATKINS et MORGAN, 1 9 62). 

Une dose agglutinante correspond à la plus petite dilution 

dlantisérum A, B ou H (llimmunsérum étant dilué de demi en demi) Capa- 

ble de provoquer une agglutination nette des globules rouges humains c o r -  

respondants, Le mélange est  incubé pendant 15  min à température du l a -  

boratoire. Après addition d'un troisième volume ( 0 , l  ml)  d'une suspen- 



sion de globules rouges humains A ou H à 1% dans la solution physiolo- 

gique tamponnée à pH 7, O (PBS), le mélange est agité, incubé pendant 

2 heures à température du laboratoire, On effectue alors la  lec ture  de 

l'agglutination, 

V - ULTRACENTRIFUGATION : 

A - DETERMINATION DU COEFFICIENT DE SEDIMENTATION : ........................................... 

Le coefficient de sédimentation des différentes prépa- 

rations de mucines es t  mesuré s u r  une ultracentrifugeuse Spinco (mod&le 

E )  : 10 mg de mucines sont dissous dans 1 m l  de tampon acétate de so -  

dium 0,02 - M de pH 7,O contenant du chlorure de sodium O, 1 M et dialysés - 
pendant 1 2  heures contre le  même tampon, La mesure  du coefficient de 

sédimentation de chaque mucine est  effectuée à une vitesse de rotation 

de 59 780 tours/min en utilisant t ro is  concentrations différentes (10, 5 

et 1 , 2  5 mg), Des clichés photographiques sont pr is  à intervalle de temps 

réguliers. Pour chaque concentration, on pai t ainsi déterminer l a  valeur 
' 

du coefficient de sédimentation apparent, ce  qui permet ensuite de dé te r -  

miner la valeur du coefficient de sédimentation à concentration nulle, 

dans l'eau SO par méthode graphique, en extrapolant la courbe 
20 w' 

1 = f (concentration), 
S aPP. 

B - DETERMINATION DU POIDS MOLECULAIRE : ---------------------------------- 

La détermination du poids moléculaire est  effectuée selon 

une modification (CHERVENKA, 1970) de la  méthode dlYPHANTIS (1964). 

0 ,8  mg de mucines sont dissous dans 1 m l  de tampon Tr i s  HC1 O, 1 M de - 
pH 7, O et dialysés contre l e  meme tampon pendant 24 heures à 4°C. La 



préparation es t  centrifugée à une vitesse de rotation de  6 400 tours/min 

à 20°C s u r  une ultracentrifugeuse analytique Beckman équipée de cellu- 

les capillaires à double secteur jusqu'à ce que l 'équilibre soit  atteint 

(6  heures),  Le volume spécifique part iel  utilisé pour l e  calcul du poids 

moléculaire (V = 0, 590) a été déterminé avec d'autres préparations de 

mucines bronchiques (DEGAND et Coll, , 1973). 

VI - METHODE D'ETUDE DES GLUCIDES : 

A - REPERAGE DES OSES PAR LA METHODE AUTONLATIQUE ........................................... 
DE DOSAGE A L'ORCINOL : ------------------- 

La présence d'oses combinés dans l e s  éluats de  coionne 

est  mise en évidence par  le dosage automatique à l lorcinol  (DEMAILLE 

et Coll, , 19 65). 

B - ANALYSE DE LA COMPOSITION GLUCIDIQUE PAR CHROMA- ............................................. 
TOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE : 

La composition en oses  neutres et en osamines es t  d é -  

terminée après méthanolyse par chromatographie en phase gazeuse selon 

la  modification (ROUSSEL et Coll, , 1975) de la méthode de REINHOLD 

(1972). 

Le protocole utilisé es t  le suivant : 

1) Méthanolyse : - - - - - - - - - - - - -  
Elle es t  effectuée dans des tubes vissés  à bouchon de Te -  

flon. L'échantillon de mucines (150à 200 pg) est soumis à une métha- 

nolyse dans 0 , 5  m l  de méthanol-HC1 0 , 5  M à 65°C pendant 1 6  heures. - 
P u i s  on sèche sous un courant d'azote dans un bain-marie à 37°C. 



Les produits sont N -acétyles par addition de 1 00 pl d'anhydride acétique 

et de 100  pl de pyridine, laissés 3 min à la  température du laboratoire 

et séchés sous courant d'azote dans un bain-marie à 37°C. 

Les produits sont alors de-O-acétylés dans 5 0 0 p l  de méthanol contenant 

de l'ammoniaque à 20 O/o pendant 1 heure à 65°C. Le méthanol e s t  a lors  

évaporé sous courant d'azote, 

3) T r i  -méthyl-silylation : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
La silylation est effectuée par addition de 100  pl de 

Sylon (Sylon HTP-Inc. Bellafonte, Pennsylvania, 1 6 823) .  On la i s se  

en contact pendant 1 heure à température ambiante, On sèche sous couran. 

d'azote et on ajoute 100 p l  dlheptane, On attend 30 min, avant l'injection 

de 1 à 2 pl de la  phase heptanique, 

4) Libération des osamines dans le cas  des lectines d e  Ricin : 
- - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Dans le cas  des lectines de Ricin, la détermination des 

osamines es t  effectuée après  hydrolyse par de l 'acide tr if luoro- 

acétique 2 N - pendant 2 heures à 100°C. L'hydrolysat es t  soumis 

à la  N-acétylation par  le  mélange de 100 microli tres d'anhydride acé - 
tique et de 1 0 0  microli tres de pyridine puis à une O-méthyl-glycosi- 

dation par la solution d'acide chlorhydrique 0, 5 M dans le  méthanol - 
pendant 1 6 heures à 65°C. 

5) Standard interne : - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Toutes ces  opérations sont réal isées en présence d'ino- ~ 



s i to i  utilisé comme témoin interne (50 pg). 

6) Chromatographie en phase gazeuse : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. L'analyse d e s  méthyl- 

O-glycosides tri-méthyl silylés es t  effectuée par  chromatographie 

en phase gazeuse s u r  un appareil  Perkin-Elmer (modèle 900) muni 

de détecteurs à ionisation de flamme et  en utilisant des colonnes 

d'acier (180 x 0 ,3  cm)  contenant de ltOV 17 à 3 % s u r  Chromosorb 

W -AW -DMCS (1 00 -120 mesh) (PACKARD). La température initiale 

du four est de 120°C, elle augmente de 8" par min jusqu'à 270°C. 

La surface des pics et  les temps de rétention sont dé te r -  

minés au moyen d'un intégrateur digital (Infotronics CRS 208, Shan- 

nan, Ireland), 

C - DOSAGE DE L'ACIDE SLALIQUE : 

Le dosage de l 'acide sialique es t  effectué au moyen de 

l'acide 2 -thiobarbiturique selon la méthode dlAMINOFF (1 9 61 ) après  hy- 

drolyse de l'échantillon par de l 'acide sulfurique 0,05 M pendant 30 min - 
à 80°C. 

D - GROUPEMENTS SULFATE : ..................... 
Le dosage des groupements sulfate e s t  effectué selon la 

technique de SPENCER (1960) au moyen de chloranilate de baryum ap rè s  

hydrolyse par  l'acide chlorhydrique 1 - M pendant 5 heures à 100°C. 

E - OXYDATION PERIODIQUE : ..................... 
Les mucines Al (10 mg) sont dissoutes dans 1 O m l  d'une 

solution de metaperiodate de sodium 0, 04 M et gardées à l 'obscurité - 
pendant 24 heures à 4°C. L'excès de metaperiodate e s t  détruit par  addi-  

tion d'éthylène glycol à 25 % (85 microli tres) .  Après une heure ,  IO mg  

de borohydrure de sodium sont ajoutés et la solution es t  gardée à l 'obs-  

curité pendant 16  heures à 4°C (KABASAWA et HIRS, 1972). Enfin, l a  

solution es t  amenée à pH 5 avec de l 'acide acétique 4 M. La solution e s t  - 
lyophilisée et déposée s u r  la colonne de Sephadex G 100 (2, 5 x 44 c m )  



dans l'acide acétique 0 , l  M. Les  fractions de 5 ml  recueillies sont sou - - 
mises à un dosage automatique des oses à l lorcinol (DEMAILD et Coll, , 

1965). 

F - ACTION DE LA GALACTOSE OXYDASE E T  OXYDATION PAR ............................................. 
L E  BROME : --------- 

Les mucines Al (10 mg) sont dissoutes dans 1 m l  de 

tampon phosphate de sodium 0,075 M de pH 7, O et  soumies à l 'action de - 
la galactose oxydase (500 pg) de Dactylum dentroides (Worthington) (MO- 

REL e t  Coll. 1966). Après addition de 100 mg de carbonate de calcium, 

5 microlitres de brome sont ajoutés, Le mélange es t  gardé pendant 2 4  h 

à température du laboratoire et à l'obscurité. Le précipité formé es t  s o -  

lubilisé par  addition d'acide chlorhydrique 1 M (SHIER et Coll, , 1972) et  - 
la solution est lyophilisée et  déposée s u r  une colonne de Sephadex G100 

(2, 5 x 44 cm) dans l'acide acétique 0 , l  M. On recueille des fractions de - 
5 m l  qui sont analysées comme précédemment, 

VI1 - METIIODES D'ETUDE DES ACIDES AMLVES : 

A - METHODE AUTOMATIQUE DE REPERAGE DES ACIDES AMI- --------------------------------------------- 
NES E T  DES PEPTIDES PAR REACTION A LA NINHYDRINE : ......................................... 

La présence d'acides aminés ou de peptides dans l es  

éluats de colonne est  mise en évidence p a r  une méthode automatique s u r  

auto-analyseur Technicon (DEGAND, 1972). 

B - DETERMINATION .DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES : ............................................. 

1 ) Hydrolyse : -----------  



L'échantillon de mucines ( lmg)  est  hydrolysé au moyen 

d'acide chlorhydrique 5, 6 - M pendant 24 heures à llO°C, en  tube 

scellé sous vide. La solution es t  ensuite lyophilisée après  avoir été 

diluée par de l'eau distillée, 

2) Analyse des acides aminés s u r  auto-analyseur : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

a - La composition en acides aminés sur  auto-analyseur Technicon a 

été décrite par DEGAND (1 972). 

b - C omposition es t  réalisée s u r  auto -analyseur Beckman (Multichrom 

B). Les tampnns et  l e  programme retenus permettent s u r  une seule co- 

lonne (Résine Beckman type M 82) l a  séparation des acides aminés et 

des osamines. La composition des tampons utilisés es t  rapportée dans le 

tableau suivant. 

tampon 

PH 

citrate de so -  
dium 2H20 

. H C l  (R. P. ) 

Chlorure de 
sodium 

thodiglyc 01 

acide N-capry- 
lique 

eau distillée 
q. S. P. 

1 

2,97 

78 ,4g  

56 ,9ml  

- 

10, ûnl 

O, 4ml 

500 m l  

2 

2,97 

78,4g 

5 6 , 9 m  

58, 5 g 

10, Om'. 

0 , 4 m l  

500 m l  

5 

7, 32 

78,4 g 

0 , 5 m l  

187,Z g 

10,O m l  

O,4ml 

500 m l  

3 

4,lO 

'78,4g 

36,k-d 

- 

10, Oml 

0 , 4 m l  

500 m l  

4 

7, 32 

78 ,4g  

0 , 5 m l  

- 

10,Oml 

0 , 4 m l  

500 m l  



Le programme utilisé pour une analyse es t  le suivant : 

Dans le programme, l'utilisation du tampon acétate de 

sodium pH 2 , 9 7  enrichi en chlorure de sodium permet llélution des hexo- 

samines (glucosamine et galactosamine), 

C - DETERMINATION DES ACIDES AMINES EN POSITION N -TER - __-_--_------__--_---------------------------- 
MINALE : 

* 

tampon 1 

tampon 2 

tampon 3 

tampon 4 

tampon 5 

régénération 
NaOH 0 , 2  - M 

rééquilibration en 
tampon 1 

Les acides aminés N-terminaux ont ét6 déterminés par  

dansylation (GRAY et HARTLEY, 19 63) ; (WOODS et WANG, 1 9 67) et  

chromatographies en couche mince (GROS et LABOUESSE, 1 9 6 8 ) .  

Temps en minutes 

O - 1 3 8  

1 3 8  - 161 

161 - 204  

' 204  - 219 

219 - 309 

309 - 334 

334 - 369 



D - DETERMLNATION DES ACIDES AMINES EN POSITION C-TER - 
NIINALE : ------ 

Les  acides aminés C-terminaux ont été déterminés selon 

la technique décrite par SCHROEDER (1 972). 

E - DOSAGE DE LA CYSTEINE SOUS FORME D'ACIDE CYSTEIQUE 

APRES OXYDATION PERFORMIQUE : ......................... 

L'oxydation performique des mucines a été réal isée  s e -  

lon le protocole décri t  par  HIRS (19 67). 2 mg de mucines sont repr i s  

dans 100 pl d'acide formique à 99 y. et 2 0 p l  de méthanol puis sont la issés  

à - 5°C pendant 30 min, Sont a lors  ajoutés 1 O O p l  d'acide performique 

(Réactif acide performique = mélange de 5 volumes d'eau oxygénée à 

30 % et 1 5  volumes d'acide formique à 99 $1, Le milieu réactionnel est  

maintenu à - 5°C pendant 150 min, Après dilution par  addition de 200111 

d'eau distillée, la  solution est soumise immédiatement à une lyophilisa - 
tion, La poudre ainsi  obtenue est ensuite hydrolysée par HC1 5, 6 M Pen- 1 
dant 24 heures à 110°C. 

VIII. - REDUCTION E T  ALKYLATION D'UNE MUCINE BRONCHIQUE : 

40 mg de mucines sont dissous dans 4 m l  de tampon phos- 

phate de sodium 0, 075 - M de pH 7,3  auxquels on ajoute 40 pl de P mercapto 

éthanol, Le mélange est agité pendant 4 heures à 37OC. I l  e s t  ensuite a l -  

kylé avec 250 mg dliodo -acétamide pendant 1 heure, La solution es t  a lo rs  

dialysée contre de l 'eau distillée puis lyophilisée, 



IX - HYDROLYSES ENZYMATIQUES : 

A - HYDROLYSE TRYPSIQUE : .................... 

190 mg des mucines Al  sont hydrolysés par la trypsine 

bovine (trypsine cristal l isée deux fois en présence de chlorure de diphé- 

myl carbamide (Miles -Servac Ldt. Maindenhead, Bercks, Angleter- 

r e ) )  dans 10 m l  de tampon bicarbonate de sodium à 1 % (w/v) de  pH 8 ,75  

pendant 2 heures à 37°C. Le mélange est  lyophilisé et  50 mg  sont déposés 

s u r  une colonne de Sephadex G100 (2 ,5  x 44 c m )  équilibrée dans l 'acide 

acétique 0 , l  - M. L'élution es t  poursuivie avec l'acide acétique 0 , l  - M et 

on recueille des fractions de 5 m l  dont on dose la teneur en oses  combi- 

nés grâce à une méthode automatique à l lorcinol (DEMAILLE e t  Coll, , 

1965) et la  réactivité à l a  ninhydrine (DEGAND, 1972). Les fractions ren-  

fermant des oses combinés sont lyophilisées, 

B - HYDROLYSES PAPAINIQUE ET PRONASIQUE : 

20 mg de mucines A l  préalablement hydrolysés par  la 

trypsine sont hydrolysés par  la mercuripapaine Worthington (rapport  

pondéral enzyme /substrat = 1 120) pendant 24 heures à 37°C dans un t am-  

pon .phospate de sodium O, 1 - M de pH 6, 5 en présence de B. A,  L. (50 mi -  

croli tres) .  Apres recharge avec la meme quantité de mercuripapaine, . 
l'hydrolyse es t  poursuivie pendant 24 heures supplémentaires, La solu- 

tion es t  amenée, à l 'aide d'acétate de calcium 1 M à l a  concentration f i -  - 
nale de 0,01 - M en acétate de calcium e t  au pH de 7 , 3  avec du T r i s .  On 

ajoute alors de la pronase B grade Calbiochem (rapport pondéral enzyme/ 

substrat : 1/40) et on poursuit l'hydrolyse pendant 24 heures à 37°C. 

L1hydrolysat es t  centrifugé et  le surnageant es t  précipité par  4 volumes 

d'éthanol absolu, remis  en solution et  déposé s u r  une colonne de Sephadex 

G100 (2 x 40 cm)  éluée à l 'aide d'acide acétique 0 , l  - M. On recueille des 

fractions qui sont analysées comme précédemment, 



C - HYDROLYSE PRONASIQUE : ..................... 

La fraction glycopeptidique (40 mg) obtenue p a r  gel  

filtration après hydrolyse trypsique es t  soumise à l'hydrolyse pronasi- 

que dans 4 m l  de tampon phosphate de sodium 0,01 M de pH 7, 3,acéta- - 
te  de calcium 0, 01 - M pendant 24 heures à 37°C. La solution est lyophi- 

lisée et  déposée s u r  une colonne de Sephadex G100 (2, 5 x 44 c m )  dans 

l'acide acétique 0 , l  - M. On recueille des fractions de 5 m l  qui sont ana- 

lysées comme précédemment, 

X - METHODE D'ETUDE DES LIPIDES : 

L'extraction des lipides es t  réalisée selon l a  méthode 

de FOLCH et  LEES, (1951). 5 mg de fraction à étudier sont m i s  en s u s -  

pension dans 25 m l  de mélange chloroforme/méthanol (2 :1) pendant 24 

heures à température du laboratoire. On sépare le résidu insoluble du 

surnageant, Celui-ci est  conservé a lors  que le résidu es t  à nouveau sou- 

mis à 2 extractions successives par 25 m l  du même mélange pendant 4 

heures, Les différents extraits sont réunis, 3 aliquots sont évaporés à 

sec  : l'un d'entre-eux es t  pese, les  au t res  sont utilisés pour l'étude qua- 

litative des lipides, Celle -ci es t  réalisée par  chromatographie s u r  couche 

mince en gel de silice G (MERCK) soit dans un solvant chloroforme-métha 

nol-ammoniaque 7 N - (11 5 -45-7, 5 : v IV), soit  dans un solvant é the r  de pé - 
trole-éther méthylique -acide acétique (90-1 0-1 v/v), Les  plaques sont ré - 
vélées par  carbonisation après  pulvérisation d'un mélange contenant 4 m l  

d'acide sulfurique, 1 00 m l  d'eau et 2 0 g de sulfate d'ammonium, 

XI - TECHNIQUES DE PREPARATION E T  MESURE DE L'ACTIVITE 

HENLAGGLUTINANTE DES LECTINES : 

A - PREPARATION DES LECTINES DU RICIN : ................................ 



1) Broyage des graines et fractionnement au sulfate d'ammonium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(TOMITA et Coll. , 1972) : .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

200 g de graines de Ricinus Communis (Ets Truffaut) 

sont broyés finement et  mis en suspension pendant une nuit dans un 

l i t re  de tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH 7, O contenant - 
du chlorure de sodium O, 1 - M. La suspension e s t  alors centrifugée 

à 15000 g pendant 20 min, On recueille le  surnageant dont l e  volume 

e s t  complété à un l i t re  avec le tampon phosphate et on ajoute du s u l -  

fate d'ammonium (187 g) pour amener la  solution à 30 O/o de  sa tura -  

tion en sulfate d'ammonium, Le mélange est  agité pendant 4 heures 

à 4°C puis centrifugé à 15 000 g pendant 20 min. Le surnageant 

(998 ml)  est  recueilli, filtré s u r  de la gaze et soumis à un nouveau 

fractionnement par  le sulfate d'ammonium en ajoutant 205 g de s u l -  

fate d'ammonium pour amener la solution à 60 OJo de saturation en 

sulfate d'ammonium, Le mélange est agité pendant 4 heures à 4°C 

et  centrifugé à 1 5  000 g pendant 20 min, Le précipité obtenu est  

dissous dans 150 m l  de tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH - 
7, O contenant du chlorure de sodium O, 1 M et dialysé pendant 8 jours - 
(2 changements par  jour) contre le meme tampon, Un léger  précipi-  

té  apparaît : il es t  éliminé par centrifugation pendant 30 min à 1 5  OOOg 

2 )  Chromatographie d'affinité s u r  Sepharose 4B : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
La solution dialysée est  déposée s u r  une colonne de Sepha. 

rose  4B (4 x 40 cm)  équilibrée dans le tampon phospliate d e  sodium 

0,005 - M de pH 7, O contenant du chlorure de sodium O, 1 M. Les  cons- - 
tituants qui n'ont pas d'affinité pour le gel  de Sepharose sont élués 

par  le  meme tampon, Quand les fractions recueillies (20 m l )  ont une 

valeur de densité optique mesurée à 278 nm inférieure à 0, 005, les  

lectines sont a lors  éluées par une solution de galactose 0 , l  M dans - 



le  meme tampon. On recueille des fractions de 2 0  m l  dont on mesure  

l'absorption spectrophotométrique à 278 nm et le  pouvoir d'aggluti- 

nation des globules B. Toutes l e s  fractions ayant une activité hémag- 

glutinant e sont dialysées et lyophilisé es,  

3) Fractionnement des lectines du Ricin : 

150 mg de la fraction de lectines, éluées de l a  colonne 

de Sepharose 4B sont dissous dans 5 m l  de tampon phosphate de s o -  

dium 0,005 M, chlorure de sodium O, 1 - M , de pH 7,O. Cette solu- 

tion est déposée s u r  une colonne de Sephadex G150 (3 ,5  x 66 cm) ,  

équilibrée et  éluée dans le même tampon, On recueille de s  fractions 

de 8 m l  dont on mesure  l'absorption spectrophotométrique à 278 izm 

et dont on dose la  teneur en oses combinés grâce à une méthode a u -  

tomatique à l lorcinol  (DE MAILLE et Coll. , 1965).  

4)  Purification des lectines du ricin : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
60 mg de fraction de lectines sont dissous dans 5 m l  de 

tampon acétate de sodium 0, 05 - M de pH 5 , s  et déposés s u r  une colon- 

ne de carboxy -méthyl-cellulose (2 x 2 0  cm)  équilibrée dans l e  meme 

tampon, 

Cette colonne es t  d'abord éluée par 200 ml  de tampon 

acétate de sodium 0,05 - M de pH 5, 5 puis par  600 m l  d'un gradient 

linéaire de chlorure de potassium de O à 0, 6 M, dans l e  même tampon - 
On recueille des fractions de 5 m l  dont on mesure l 'absorption 

spectrophotométrique à 2 78 nm, 

B - PREPARATION DE L A  LECTINE A FUCOSE DU GENET EPINEU: ------------------------------------------------ 

1) Broyage des graines et fractionnement par le sulfate d 'am- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

monium : - - - - - - -  



100 g de graines finement broyées sont mis en suspen- 

sion dans 1 , l  l i t re  de chlorure de sodium à 9 p 1000 et agités une 

nuit à 4°C. Le surnageant obtenu après  centrifugation es t  amené à 

40 70 de saturation en sulfate d'ammonium avec du sulfate dlammo- 

niuin solide, Le mélange es t  agité pendant 4 heures,puis centrifugé 

à 15000 g. Le précipité obtenu est  repr i s  dans du chlorure de sodium 

à 9 p 1000, dialysé contre de l 'eau distillée et  lyophilisé. 

2) Chromatographie d'affinité s u r  une colonne dlepoxy -Sepharose --------------------------------------------------------" .-  

couplé à du L-fucose : - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
a - Préparation de la  colonne (VREBLADT, 1976) : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2 O g d'epoxy-Sepharose 6B (Pharmacia) sont mis  en suspension dans 2 li- 

t r e s  d'eau distillée, Le mélange est agité pendant une heure, L'eau dis - 
tillée est  éliminée et le gel es t  a lors  agité dans 200 m l  de soude 0 , l  N - 

pendant 2 à 3 min. On élimine la soude à t ravers  un v e r r e  f i l t ré ,  On ajou 

te a lors  au gel, 50 m l  d'une solution de fucose à 20 70 daans la soude O, lN.  - 
Le mélange est agité lentement pendant une nuit à la température du la-  

boratoire. Finalement, la solution sodique est  éliminée à t r ave r s  un v e r -  

r e  fritté et le gel  estlavé avec un l i t re  d'eau distillbe e t  4 fois 150 m l  de 

tampon phosphate de sodium 0,05 - M contenant du chlorure de sodium - M 

de pH 7, 0. 

b - Chromatographie d'affinité : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
250 mg de la fraction obtenue par une précipitation au sulfate dlammoniun 

sont dissous dans le tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7, O con- - 
tenant du chlorure de sodium 1 M et appliqués au sommet de la colonne - 
dlepoxy-Sepharose 6B couplée à du fucose (1 x 30 cm),  La colonne es t  

d'abord lavée par le tampon phosphate afin d'éliminer l e s  protéines qui 

n'ont pas d'affinité pour le  fucose, puis on élue de la colonne, par  une so -  



lution de fucose O, 1 M dans l e  meme tampon, les protéines qui ont une - 
affinité pour le fucose. On recueille des fractions de 5 m l  dont on mesu - 
r e  l'absorption spectrophotométrique à 278 nm et l e  pouvoir d1agglutina- 

tion des  globules rouges humains. O. Les fractions hémagglutinantes sont 

dialysées et lyophilisées, On obtient ainsi à par t i r  de 100 g de graines, 

10 mg d'hémagglutinine 1, 

C - PREPARATION DE LA LECTINE DE CACAHUETE : ..................................... 

1) Broyage des graines et fractionnement au sulfate d1ammo- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
nium : ----  

200 g de graines de cacahuète (Lesieur-Dakar) sont fine- 

ment broyées, délipidées à l 'éther de pétrole dans un extracteur de 

Soxhlet puis séchées, 100 g de farine délipidée sont mis e n  suspensio 

dans 500 m l  de chlorure de sodium à 9 p 1000, agités pendant 3  heur^ 

à la température du laboratoire et  centrifugés à 1 0  000 g pendant 

20 min, Le précipité obtenu es t  remis  en suspension dans 500 m l  

de chlorure de sodium à 9 p 1000, agité pendant 3 heures puis centr i -  

fugé à 10  000 g pendant 20 min, Les  deux surnageants obtenus ap rè s  

centrifugation sont mélangés (1 1) : on y ajoute 391 g de sulfate d 'am- 

monium afin d'amener la solution à 60 (io de saturation en sulfate 

d'ammonium à 4°C ; on agite la solution pendant 4 heures, Elle es t  

ensuite laissée une nuit à 4°C puis centrifugée pendant 30 min à 

15  000 g. Le précipité obtenu e s t  dissous dans 150 m l  d'eau distillée 

et  dialysé pendant 4 jours contre de l 'eau distillée, puis 3 jours 

contre du chlorure de sodium à 9 p 1000 ; l e  précipité insoluble qui 

s ' e s t  formé dans le  boudin à dialyse est  alors éliminé p a r  centrifu- 

gation pendant 20 min à 25 000 g et  le surnageant obtenu (250 ml) 

es t  utilisé pour préparer  la  lectine, 



2) Chromatographie d'affinité s u r  une colonne de Sepharose -6- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
aminocaproyl $ -D galactopyranosylamine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La solution obtenue précedemment es t  déposée au som-  

met d'une colonne de Sepharose - 5 -aminocaproyl (3 -D-galactopyrano- 

sylamine O initialement équilibrée dans une solution de chlorure de 

sodium à 9 p 1000. Les protéines qui n'ont pas d'affinité pour le ga-  

lactose sont éluées par le chlorure de sodium puis l a  colonne e s t  la - 
vee par une solution de galactose 0,05 - M dans le chlorure de sodium 

à 9 %. On recueille des fractions de 20 m l  dont on mesure  la densité 

optique à 278 nm et dont on recherche la capacité dlagglutininer les 

globules rouges humains O désialidés, Les  fractions hémagglutinan- 

t e s  sont dialysées e t  lyophilisées, A par t i r  de 100 g de graines déli- 

pidées, on obtient 105 mg de lectines dlArachis Hypogea, 

D - DETERMINATION DE L'ACTIVITE HE MAGGLUTINANTE DE ............................................ 
LECTINES : ------- 

1 ) Préparation des globules : 

Des globules rouges humaines A ,  B ou O sont lavés 

3 fois dans du tampon phosphate de sodium 0,025 - M, 0,15 - M en chlo-.. 

. r u r e  de sodium e t  de pH 7,O. 

Une partie des globules rouges humains O e s t  désiali- 

dée par la neuraminidase de Clostridium perfringens, (1. C . N. , Cleve 

land, Ohio) selon la technique de LOTAN et Coll. (1975). 

Des globules rouges de lapin sont lavés 3 fois dans du 

tampon phosphate de sodium 0,025 - M, 0,15 M en chlorure de sodium - 
de pH 7,O et trypsinisés (Trypsine DCC Calbiochem) selon la techni- 

que de LIS et SHARON (1972). 

Tous les  globules sont ensuite utilisés en suspension 

O Nous remercions le Docteur H. D E B ~ A Y  d'avoir mis à notre dispo- 

sition cette colonne. 



à 4 % dans du tampon phosphate de sodium 0,025 - M, 0,15 - M en chlo- 

ru r e  de sodium et  de pH 7,  O. 

2) Titration des lectines : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Chaque lectine e s t  mise  en solution dans le  tampon 

phosphate de sodium 0,02 5 - M, 0,15 - M en chlorure de sodium de 

pH 7, O (.1 mg/ml) ; on réalise des dilutions successives au  demi de 

cette solution de lectines. La titration des lectines s e  fai t  dans des 

boites à microtitration en mettant dans chaque t rou 50 microl i t res  

de chacune des dilutions de lectines e t  50 microlitres de suspension 

de globules rouges (globules rouges humains B pour les lectines de 

Ricin, globules rouges humains O pour les  lectines de genet épinetix, 

et  de lotier, globules rouges humains A pour l a  lectine de germe de 

blé, globules rouges humains O désialidés pour la  lectine de cacahu- - 
ète,  globules rouges de lapin trypsinisés pour la  lectine de  soja. Ide - 
mélange es t  laissé pendant une heure à la  température du laboratoire 

et  on note ensuite la plus grande dilution de lectines capables dlagglu- 

t iner  complètement les globules rouges,) La quantité de lectines ainsi 

déterminée représente une dose hémagglutinante (OSAWA e t  MATSUîvIC 

TO, 1972). 

XII - METHODE D'ETUDE DE L!zAFFINITE DES LECTINES POUR 

LES MUCINES : 

A - AFFIN0 E LECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE : ...................................... 

Dans un premier  temps, les  mucines bronchiques 

(2,  5 mg) sont soumises à une électrophorèse (décrite dans la par t ie  im-  

munoélectrophorèse bidimensionnelle). Ensuite, llélectrophorè s e  dans 

la deuxième dimension, es t  réalisée dans un gel dlagarose à 1 %, en 



tampon véronal de pH 8, 6 (force ionique 0,02) contenant 3 m g  de lecti- 

nes. Après séchage, les a r c s  sont révélés pa r  le bleu Coomassie (LATNE 

1975). 

B - AFFIN0 DIFFUSION : ----------------- 

L'étude en double diffusion dans un gel d lagarose  à 

1 % en tampon véronal de pH 8,2 e s t  effectuée selon l a  méthode d1 

OUCHTERLONY (1967) s u r  des lames de microscope (7 ,5  x 2 ,  5 cm).  Les  

trous distants de 5 m m  sont remplis de 20 microli tres de solution de lec-  

tines (4  mg/ml  pour les lectines de Ricin et 2 mg/ml pour l e s  aut res  lec-  

tines) et  de 10  microli tres de solution de mucines (2 mg/ml),  On laisse 

ensuite diffuser une nuit à la température du laboratoire, Les  lames sont 

ensuite lavées pendant 3 heures dans le  chlorure de sodium à 9 p 1000 

séchées, lavées sous eau courante pendant 48 heures puis révélées au 

Bleu Coomassie, 

C - INHIBITION DE LrHENLAGGLUTINATION : ............................... 

Dans un premier temps, on réalise des dilution succes 

sives au demi d'une solution de mucines à 6 mg par m l  dans l e  tampon . 

phosphate de sodium 0,025 - M, 0,15 - M en NaCl et de pH 7,O. Les  t es t s  

d'inhibition de lrhé.magglutination sont effectués dans des boites de micro-  

titration en ajoutant dans chaque trou 50 microlitres de chacune des dilu- 

tions de mucines à 50 microlitres d'une solution de lectines soigneuse- 

ment diluée pour avoir au minimum 2 doses hémagglutinantes, Le mélan- 

ge es t  incubé pendant 2 heures à la température du laboratoire puis on 

ajoute 50 microlitres de la suspension de globules rouges correspondante. 

Le mélange est  gardé pendant une heure à la température du laboratoire,  

puis on lit l'agglutination, On détermine la plus faible concentration 'de 



mucines provoquant l'inhibition de l'hémagglutination, 

Dans un second temps, on réalise une s é r i e  de dilu- 

tions arithmétiquement croissantes de la solution de mucines ainsi t rou- 

vée afin de déterminer plus précisément la concentration de mucines qui 

inhibe complètement llhémagglutination. 

D - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHA - --------------------------------------------- 
DEX G25-LECTINES DE RICIN : 

1) Fixation des lectines de Ricin s u r  Sephadex G25 : 

5 g de Sephadex G25 (Pharmacia super fine 10-40p)  

sont activés p a r  du bromure de cyanogène selon la  technique de 

WIDE (1 969).  Le gel activé es t  lavé s u r  ve r re  fritté par  d e  l'eau dis - 
tillée glacée puis par  un tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH - 
8,25, contenant du chlorure de sodium 0 , l  M. - 

150 mg du mélange des lectines de Ricin élués de la 

colonne de Sepharose 4B sont dissous dans 10 m l  de tampon phospha- 

te de sodium 0,005 M, O, 1 M en chlorure de sodium et de pI3 8,25. - - 
Cette solution es t  mise en agitation, on ajoute le  Sephadex G25 activé, 

puis on amène le volume de la solution à 200 m l  avec le même tampon 

On laisse le mélange sous agitation pendant 72 heures à 4°C. Ensuite, 

le gel  Sephadex G25 lectines de Ricin e s t  déposé dans une colonne (4 x 

12 c m )  et lavé par un l i t re  d'eau distillée, 

2 )  Chromatographie d'affinité s u r  la colonne Sephadex G25-lecti- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
nes de Ricin : - - - - - - - - - - -  

80 mg de fractions à étudier sont dissous dans 2 m l  

d'eau distillée et  déposés s u r  la colonne de Sephadex G25-lectines de 

Ricin (4 x 12 c m )  équilibrée dans l 'eau distillée, L1élution est  con- 

duite avec de l'eau distillée. On recueille des fractions de 5 ml  dont 



on mesure  l'absorption spectrophotométrique à 278 nm et dont on 

dose la teneur en oses  combinés (DEMAILLE et Coll, , 19 65). La 

fraction obtenue est lyophilisée, La colonne est  ensuite éluée par 

une solution de chlorure de sodium 0, 5 M contenant de l 'acide acé-  - 
tique O, 1 - M. Des fractions de 5 m l  sont recueillies et analysées 

comme précédemment, Les fractions glycoprotéiques éluées sont 

dialysées e t  lyophilisées, 

XII1 - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES : 

A - PRELEVEMENT DU TISSU : 

Des biopsies bronchiques ont été prélevées dans une 

zone macroscopiquement saine de l ' a rbre  bronchique d'un malade de 

groupe sanguin A et de malades de groupe sanguin 0. Elles ont été s e c -  

tionnées en plusieurs fragments et immédiatement fixées, 

B - FIXATION DU TISSU : ----------------- 

1) Fixation dans le  mélange de Bouin-Hollande Erlant  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les biopsies bronchiques prélevées chez l e s  malades 

de groupe sanguin O, sont fixées par le fixateur de Bouin- Hollande- 

Erlant  : solution d'acide picrique (4g) et d'acétate de cuivre (2,  5 g) 

dans 100 m l  d'eau à laquelle on ajoute 10 m l  de chlorure mercureux 

saturé et  1 0  m l  de formol neutralisé à pH 7, O par  de la soude O,  1 M. - 

2 )  Fixation dans le  mélange de Carnoy : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Une partie du t issu prélevé chez le malade de grou- 

pe sanguin A est fixée dans le  mélange de Carnoy, Sthanol absolu- 

chloroforme-acide zcétique (6-3  -1 : v /v) pendant 2 heures (GANTER 

et JOLLES, 1970). 



3) Fixation dans le  Bouin Alcoolique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Un autre fragment es t  fixé dans du Bouin Alcoolique 

mélange d'alcool à 80 % (150 ml),  de formol à 35 O/o ajusté à pH 7, O 

à l'aide de soude O, 1 N - (60 ml) d'acide acétique (15 ml) et  d'acide pi -  

crique ( lg)  pendant 2 4 heures (GANTER et JOLLES, 1970). 

4) Fixation dans le formol : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Un troisième fragment es t  fixé dans une solution de 

formol à 4 % : 4 g de paraformaldehyde sont dissous dans 50 m l  d'eau 

distillée à 80°C. La dissolution es t  effectuée en présence de 10 gouttes 

de soude normale, Après refroidissement, on ajoute 50 m l  d'une s o l u  

tion de cacodylate de sodium 0,2  - M ajustée à pH 7,4 avec de l 'acide 

chlorhydrique (GANTER et  JOLLES, 197 0). 

C - PREPARATION DES COUPES : ....................... 

Apr8s fixation, l es  fragements sont déshydratés et 

inclus dans de la parafine. Les  blocs obtenus sont débités en sections de 

5 microns. 

D - TECHNIQUES HISTOCHIMIQUES . ......................... 

Les coupes sont déparaffinées, réhydratées et  colorées 

par le réactif de Schiff après  oxydation periodique ou par le bleu alcian à 

différents pH, 

1) Coloration par le  réactif de Schiff après oxydation periodique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les coupes sont t rempées pendant 10 min dans de l 'acid 



periodique à 1 OJo rincées à l 'eau distillée et colorées pendant 20 min 

par  le  réactif de Schiff : Pararosaniline à 1 % (150 ml) metabisulfite 

de sodium à 3 Y. (50 ml) H C l  N - (30 ml)  . Elles sont ensuite passées  

pendant 8 min dans 3 bains successifs d'eau sulfureuse : eau distillét 

(300 ml) ,  métabisulfite de sodium à 1 O 70 (1 5 ml),  HC1 N - (15 ml) .  En 

fin, elles sont lavées à l'eau courante jusqu'à l'obtention d'une t rans  

parence du fond, 

2) Coloration par le bleu alcian à différents pH : 

Les  coupes sont oxydées en deux minutes dans un mé - 
lange de permanganate de potassium et d'acide sulfurique préparé 

extemporanément : KMnOq à 2 , 5  % HZ SO, à 5 %, H O (1 -1 -8 v/v) 
A 2 

Elles sont ensuite rincées à l 'eau courante, blanchies dans une solu. 

tion de matabisulfite de sodium à 5 70 et  colorées par le  bleau alcian 

à pH 0,2 ; 1 ; et  2 , 5  pendant 30 min, El les  sont finalement passées 

sous eau courante pendant 10 min, 

3) Coloration par le bleu alcian à pH 2 ,  5 et par  le réactif de . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Schiff après  oxydation periodique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

I l  e s t  possible de réal iser  une double coloration bleu 

alcian-P. A, S. Les coupes sont d'abord colorées par le bleu alcian 

à pH 2, 5. Après rinçage à l'eau courante, pendant I O  min,  les  cou- 

pes sont oxydées par  l'acide periodique à 1 % et colorées par  le réac 

tif de Schiff comme cela a été décri t  précédemment, 

4 )  Action de la  sialidase de DIPLOCOCUS PNEUMONIAE : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les coupes sont mises à incuber pendant 24 heures 

à 37°C dans un tampon phosphate de sodium O, 1 M de pH 6,5  con - - 
tenant 100 unités de sialidase de Diplococus Pneumoniae (HOUDRET 

et Coll. , 1975). Pour vérifier l'action de la sialidase, d 'autres cou- 



pes sont incubées dans l es  memes solutions ne contenant pas  de s i a -  

lidase, 

E - TECHNIQUES D'IMMUNOFLUORESCENCE : ................................ 

Deux méthodes peuvent ê t r e  utilisées pour effectuer 

cette réaction : 

- l'une directe, nécessite le marquage de l 'immunsérum anti-Al, 

par  llisocyanate de fluoresceine ; 

- l 'autre, indirecte, s e  déroule en deux temps avec emploi de l ' im-  

munsérum anti -Al fabriqué chez le  lapin, puis d'un immunsé - 
rum fluorescent de mouton antiglobulines de lapin (Institut P a s  - 

teur) ,  

1) Révélation directe : - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
a - couplage de l 'immunsérum anti-Al avec de llisothiocyanate de fluores - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

ceine : - - - -  
5 m l  dlimmunsérum anti-Al sont précipités par  le sulfate d'ammonium 

à 50 % de saturation. Après dialyse, le précipité es t  dissous dans 2 ,  5 ml  

d'eau et  dialysé contre une solution de chlorure de sodium à 8, 5 qi conte- 

nant du phosphate de sodium (0, 02 M) et  de pH 7,2 (solution physiologique 
. . 

- 
(PBS) tamponnée). La combinaison avec l'isothiocyanate de fluoresceine 

es t  effectuée selon la méthode de MARSCHALL et Coll, (1968), mais à 

25°C pendant 4 heures (KINNEY et Coll. 1964). 

L'excès de fluoresceine est  éliminé par  filtration s u r  colonne de Sephadex 

G50 (25 x 0,25 cm)  dans la solution physiologique tamponnée, Les  protéi-  

nes couplées à la fluoresceine sont ensuite concentrées sous un volume de 

2,  5 ml, 



b - révélation : - - - - - - - - - -  
L1immunsérum marqué par la fluoresceine e s t  déposé s u r  l e s  coupes 

e t  laissé 80 min à la température di1 laboratoire. Les lames sont  ensui - 
t e  lavées dans le tampon phosphate de pH 7,2 ,  pendant 5 min puis colo- 

rées  par  une solution de bleu Evans à 1 p; 10 000 dans le même tampon 

de pH 7,2  pendant 10 min, Elles sont enfin montées dans la glycérine 

dans le tampon véronal de pH 8, 6, 

2 )  Révélation indirecte : 

L'immunsérum anti-Al es t  laissé s u r  l e s  l ames  pen- 

dant 80 min, Après lavage de 5 min dans l e  tampon phosphate de s o  - 
dium 0,02 M de pH 7,2,  el les sont recouverte d'immunsérum fluores - - 
cent de mouton anti-globulines de lapin (Institut Pas teur )  pendant 

60 min puis lavées à nouveau et colorées par la solution d e  bleu 

Evans, 

F - IMMUNOHISTOCHIMIE : ------------------- 

L'immunsérum anti-lactotransferrine e s t  utilisé 

afin de localiser l'antigène correspondant au sein de l a  muqueuse bron- 

chique, 

Les coupes réhydratées sont recouvertes de  sé rum 

de mouton normal dilué au 1/30 pendant 1 0  min, puis rincées dans du 

tampon phosphate de sodium de pH 7,2 (Na2 H P 0 4  anhydre : 1, 07 g, 

NaH2 P04 ,  2 HZ0 : 0,39 g, eau distillée q. S. p. 850 ml)  contenant 1 a/o 
de sérum de mouton normal pendant 30 min, Elles sont ensuite mises  à 

incuber pendant 24 heures avec les immunsérums précédents dilués au 

111 0 et contenant de la sérum-albumine bovine (NBC Cleveland, Ohio) 

à 4 p. 1000. Après incubation, les  coupes sont lavées dans le  tampon 

phosphate de sodium de pH 7 , 2  contenant du sérum de mouton normal  à 

1 II,. Les lames sont alors mises à incuber avec des fragments   ab 



dlimmunoglobulines anti-lapin préparées chez le  mouton et marquées 

à la  peroxydase (NLAZZUCA, 1974). Finalement, la  peroxydase es t  r é  - 
vélée par la diaminobenzidine (SIGMA) en solution à 0,05 mg /ml  dans 

un tampon T r i s  -HC1 0,05 - M de pH 7,  6. contenant 0, 01 70 dd'au oxygénée. 

Un contr8le a été effectué en utilisant l l immunsérum 

lacto-transferrine aimablement fournie par Madame le Docteur A. HAYE1 

G - REVELATION DE LIAFFINITE TISSULAIRE DES LECTINES A ---------------------------------------------- 
L'ACIDE DE LA PEROXYDASE : ...................... 

1) Technique de marquage des lectines à la  peroxydase (AVRA- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
MEAS, 1969) : 

5 mg de lectine du Ricin, du germe de blé,  du soja, 

du genet épineux, du lotier ou de la cacahuète sont dissous dans 1 mj 

de tampon phosphate de sodium O, 1 - M de pH 8 , 2  et dialyses contre 

2 1 de c e  tampon pendant une nuit à 4°C. 

On ajoute à cette solution, 10  mg  de peroxydase type 

VI (SIGMA). Après dissolution, on introduit goutte à goutte, 50 mi -  

crol i t res  d'une solution de glutaraldehyde à 1 %, sous agitation dou- 

ce,  On laisse au repos 3 heures à la température du laboratoire. La 

.solution es t  ensuite dialysée pendant 1 nuit contre 2 1 de  tampon phos- 

phate de sodium 0,02 - M, 0,14 - M en chlorure de sodium de pH 7,4.  

La solution es t  ensuite centrifugée à 10 000 g pendant 

20 min et gardée dans un flacon bouché jusqulà utilisation, 

- La lectine de la limule (1 mg) est  dissoute dans 1 , 4  m l  de 

tampon cacodylate de sodium 0,05 - M, 0, 01 - M en chlorure de 

calcium, de pH 6, 8. On ajoute à cette solutiori 6 m g  de  peroxy- 

dase type VI (SIGMA), Après dissolution, on introduit goutte à 

goutte, 50 microli tres d'une solution de glutaraldehyde à 1 O/o 



en agitant doucement ; on la isse  au repos 3 heures à l a  tempéra-  

tu re  du laboratoire, Ensuite, la solution e s t  dialysée pendant 

une nuit contre 2 l i t res de tampon cacodylate de sodium 0, 05 - hl, 

0,01 - M en chlorure de calcium, de pH 6,8 e t  gardée à 4°C jusqu' 

à utilisation, 

- La lectine de la Fève-Jack n'est pas marquée à l a  peroxyda- 

s e  au moyen de glutaraldehyde puisque cette lectine a spontané- 

ment une affinit6 pour cet enzyme (BERNHARD et AVRAMEAS, 

1971 ). 

2) Technique d'épuisement des lectines marquées à la peroxydase - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . .  

Les lectines marquées à la peroxydase sont  mises  en 

contact avec l 'ose inhibiteur ou avec des préparations de  mucii-ies 

bronchiques (TABLEAU). LI incubation dure 4 heures à la  températu- 

r e  du laboratoire, puis les  solutioris sont centrifugées pa r  la muqueu- 

s e  bronchique. 

3 )  Réaction des lectines avec le t i ssu  bronchique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La solution de lectine est  deposée s u r  des  coupes 

préalablement réhydratées pendant 1 2  heures dans un tampon phos- 

phate de sodium de pH 7,2  (Na2 HP04 anhydre : .1,07 g,  Na H2P04, 

2 H20 : 0, 30 g eau distillée q. S. p. 850 ml) ,  L'incubation e s t  effec- 

tuée bendant une durée variable suivant la nature de la fixation) à 4°C 

dans des chambres humides 
- - -- 

Après incubation, les  lames sont rincées dans le t am-  

pon phosphate de sodium de pH 7,2  pendant 2heuressous une légère 

agitation, 
r, 

Les coupes qui ont été incubées avec les solutions de 

Concanavaline sont alors mises en présence,  une heure durant, 
1 

d'une solution de peroxydase (10 mg/ml) dans le  tampon phosphate ~ 



de sodium de pH 7,2 à température du laboratoire, puis r incées 

pendant une heure dans le  tampon phosphate de sodium de pH 7,2. 

4 )  Révélation de la peroxydase : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
La peroxydase e s t  mise en évidence en déposant su r  

les coupes pendant 3 min une solution de diaminobenzidine (SIGMA) 

0,05 mg/ml dans du tampon Tris-HC1 0, 5 M de pH 7 , 6  contenant - 
0,01 % d'eau oxygénée (GRAHAM et KARNOVSKY, 1966).  Les  cou- 

pes sont alors rincées pendant 30 min dans de l 'eau distillée, dé-  

shydratées et montées dans llEukitt, 



EPUISEMENT DES LECTINES MARGSUEES A LA PEROXYDASE 
- - 

AVEC LI3 OU LES OSES INHIBITEUR(S) ET AVEC UNE PREPARA- 

TION DE MUCINES BRONCHIQUES 

La preparation de mucines utilisée pour réal iser  llépuisement des lec - 
t ines marquées à la péroxydase est obtenue pa r  chromatographie s u r  Se-  
pharose 4B d'un mucus fibrillaire réduit (fraction 2 )  figure 1 7  de la 3ème 
partie.  
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