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L.'étude biochimique des sécrétions bronchiques

humaines ne s'est adressée jusqu'a présent qu'aux états d'hypersécré-

tion qui représentent toujours une anomalie pathologique de la fonction
muco-sécrétoire (bronchite chronique, mucoviscidose,,,), C'est ainsi
qu'un certain nombre d'éléments de composition ou de structure carac-
téristiques de la sécrétion trachéo-bronchique ont pu éire définis a par-

tir d'hypersécrétions bronchiques chroniques,

La sécrétion physiologique est normalement déglu-

tie et ne peut donc pas étre recueillie,

Des lavages bronchiques réalisés dans des zones
macroscopiquement saines ne permettent que de recueillir que de tres
faibles quantités d'une sécrétion qui pourrait éventuellement servir d'é-

lément de référence,

L'examen macroscopique d'une expectoration per -
met de distinguer plusieurs phases, L'addition de trois volumes de sé-
rum physiologique & une expectoration fraichement émise,permet aprés
vingt minutes d'asgitation douce d'obtenir par centrifugation trois parties

distinctes :




1) une phase supertficielle 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 bronchique apparait donc hétéro-

. géne,

La phase supertficielle se caractérise par ses pro-

priétés tensio-actives et par la facilité avec laquelle elle donne une '‘mouf
se'' par simple agitation, Elle contient notamment une dipalmitoyl-
lecithine (WAREMBOURG et Coll,, 1968) en tous points semblables &
celle décrite par ABRAMS et TAYLOR (1864); ABRAMS (1966); FINLEY
et Coll, (1966 et 1968); HARLAN et Coll, (1966) et MORGAN et Coll,
(1965) et qui est considérée comme 1'un des éléments essentiel du sur-

factant alvéolaire,

I.a phase aqueuse de 1'expectoration représente un
p q P P

extrait des constituants hydrosolubles de 1'expectoration,

Elle renferme de nombreux composants apparen-
tés aux protéines et glycoprotéines du sérum humain, L'étude immuno-
électrophorétique (BISERTE et Coll, 1963) ; (MAURER, 1968) ; (RYLEY
1970) ; (BROGAN et Coll, 1971) permet de caractériser la présence de
sérum albumine, d'orosomucoide, d'd,anti-trypsine, d'haptoglobine, de
transferrine, d'hémopexine, de la fraction C'3 du complément et d'im-

munoglobines telles que les Ig A et les Ig G, Les concentrations des




constituants protéiques de la partie soluble de la sécrétion bronchique
peuvent étre déterminées assez exactement (RYLEY et BROGAN, 1968)
et sont variables d'une sécrétion a l'autre, ILa phase aqueuse de 1l'expec-
toration renferme aussi de 1'94antichymottypsine (RYLEY et BROGAN,
1973), une amylase antigéniquement analogue & 1'amylase salivaire (BI._
SERTE et Coll, 1963) qui a aussi été retrouvée dans des prélevements

endobronchiques (LAINE et HAYEM, 1976).

D'autre part, la présence de plusieurs protéines
d'origine non plasmatique au sein de la partie soluble du mucus est rap-
portée par RYLEY (1972). On y trouve du lysozyme (LORENZ et Coll,,
1957), un constituant mis en évidence par BISERTE et Coll, (1963) et qui
est antigéniquement analogue a la lactotransferrine (MONTREUIL et Coll,
1960), des Ig A sécrétoires (MASSON et HEREMANS, 1966), une pero-
xydase (SLOWEY et Coll,, 1968), une protéine précipitable par les ions
calcium et la présence de quatre a cing protéines de nature inconnue

(RYLEY, 1972).

D'autres enzymes,tels que des protéases et des
exoenzymes d'ofigine cellulaire et bactérienne,sont également mis en
évidence dans cette phase soluble (LIEBERMAN et KORNICK, 1964);
(LIEBERMAN et Coll,, 1965); (SCHULTZE et HEREMANS, 1966),

La phase fibrillaire, insoluble dans l'eau, représen

te la partie organisée de 1'expectoration, Au sein de cette structure fi-
brillaire se trouvent des éléments cellulaires,(des polynu¢léaires notam-
ment, , ), Cette structure comprend trois systemes de fibres visualisées
en.microscopie électronique et classées selon leur richesse en acides
dexosyribonucléiques, en ''polysaccharides'', et en protéines (WHITE et

coll,, 1954), L'architecture microfibrillaire est confirmée par les études|




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

Les fibres, insolubles dans 1l'eau, ne peuvent mi-
grer sur les supports d'électrophorese de zone et précipitent au point
de dép6t, En conséquence, 1'étude de la nature des composants impli-
qués dans la structure des réseaux fibrillaires d'une expectoration ne
peut étre effectuée qu'apres dégradation suffisante de l'architecture

fibrillaire,

Pour désagréger et solubiliser le réseau de fibril-
les bronchiques, on peut employer deux sortes de substances agissant
sur des liaisons covalentes : les enzymes protéolytiques telle que la
pepsine (BROGAN, 1959) ou la papaine et la pronase (DEGAND et Coll,
1974) et les agents réducteurs comme le mercaptoéthanol (GERNEZ -
RIEUX et Coll,, 1964), qui rompent les ponts disulfure des protéines,
Ces agents "mucolytiques" ont une action plus puissante et plus comple -
te que celle des agents de rupture des liaisons non covalentes intéressées
dans les siructures quaternaire et tertiaire des protéines et glycoprotéi-
nes (modification de pH, de force ionique, action d'agents complexants
tel que I'EDTA, solution d'urée a forte concentration),qui dépolymérisent
ou désorganisent insuffisamment le gel pour permettre facilement 1'étu-
de et la purification des produits libérés, “

‘ Depuis 1968, dans notre laboratoire, divers protoco-
les de fractionnement ont été successivement appliqués aux produits de
réduction du mucus fibrillaire de 1'expectoration, Les mucines bronchi-
ques peuvent €tre isolées sur la base de leur poids moléculaire et de leur
caractére polyanionique plus ou moins marqué, Ainsi ont été utilisées,
1'électrophorése préparative en film liquide & haut voltage (HAVEZ et

Coll,, 1969, a), la précipitation au voisinage du point isoélectrique




(HAVEZ et Coll,, 1969, b), la chromatographie de gel filtration sur
colonne de Sépharose (ROUSSEL et Coll,, 1971), la chromatographie
d'échange d'ions sur colonne d'Ecteola-Cellulose (ROUSSEL et Coll,,
1972). Mais aucune de ces techniques prise isolément ne permet une
préparation de mucines bronchiques totalement débarrassée des pro-

téines de sécrétion,

Divers couplages de ces méthodes de fractionne -
ment appliquées a 1'étude de sécrétions individuelles ont amené DEGAND
(1972) a retenir 1'utilisation combinée de la chromatographie d'échange
ionique sur Ecteola-Cellulose et de la chromatographie de gel filtration
sur Sépharose pour préparer les mucines bronchiques, Les progrés
réalisés dans la purification des mucines ont été guidés par 1'étude de
la composition en acides aminés qui a montré un enrichissement progres-
sif en hydroxy-amino-acides dont 1'importance est assez caractéristique

des mucines,

La chromatographie d'échange ionique sur Ecteola-
Cellulose permet un fractionnement des mucines bronchiques, fondé
sur leur caractére anionique plus ou moins marqué, Les différentes
classes de mucines (DEGAND, 1972); (HAVEZ et Coll,, 1973) sont ho-
mogeénes en électrophorése en agarose et en chromatographie de gel fil-

tration,

L'ultracentrifugation (DEGAND et Coll,, 1973) a
permis de confirmer 1'homogénéité des préparations obtenues et de pré-
ciser les valeurs des coefficients de sédimentation d'une fucomucine

(S w de 600, 000 daltons).

de 10,85 s et masse moléculaire M°

20, w 20

L'étude de la composition chimique des différentes

classes de mucines (DEGAND, 1972) montre que la partie pclypeptidique




posséde un certain nombre de caractéres essentiels :

- richesse en thréonine et en sérine qui représentent de 35 a 45 %
des acides aminés dosés, '

- richesse en proline, alanine et glycocolle,
Ces cinqg acides aminés représentent environ 75 % des résidus d'acides

aminés impliqués dans la structure du squelette polypeptidique,

De plus, a 1'homogénéité de composition de 1'axe
polypeptidique des mucines bronchiques s'oppose la grande variabilité
de composition glucidique, En effet, les mucines bronchiques renfer -
ment de 75 & 85 % de glucides combinés comprenant du fucose, du galac-
tose, de la N-acétyl-galactosamine et de la N-acétyl-glucosamine, Cer-
taines contiennent en plus de 1'acide N-acétyl-neuraminique et des grou-
pements sulfate, L.es variations de composition de la partie glycannique
ont amené DEGAND (1972) et HAVEZ et Coll, (1973) a retenir une clas-
sification des mucines bronchiques en trois groupes en fonction des trois
variables représentées respectivement par le fucose, 1'acide N-acétyl-

neuraminique et les groupes sulfate,

1) les fucomucines correspondent 4 des glycoprotéines dont une

partie de la structure des glycannes est génétiquement déterminée
par le caractere sécréteur (groupe Lewis) et par le groupel‘;c,anguin‘
(A, B, O) du sujet, Elles renferment de 15 & 20 % de fucose, Cepen-
dant, de trés faibles quantités d'acide N -acétyl-neuraminique et de

sulfate peuvent étre trouvées dans.ces mucines,

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

aisément clivable par l'action des neuraminidases (HAVEZ et Coll,
1973), L'étude de leur composition démontre cependant leur carac-

tére hybride puisqu'elles contiennent aussi des groupements sulfate,




3) Les sulfomucines possédent toujours un caractére électro-

négatit beaucoup plus marqué que les sialomucines, Elles sont in-
sensibles a 1'action des neuraminidases, Dans leur composition
caractérisée par un taux plus faible d'acide sialique et de fucose,

la teneur en groupements sulfate est toujours tres élevée,

Les mucines bronchiques comportent des chaines
glycanniques reliées au squelette polypeptidique par des liaisons alcali-
lébiles formées entre les 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 mucines bronchiques
isolées de 1l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique
est trés marquée, Dans d'autres sécrétions pathologiques, cette hétéro-
généité n'est pas aussi marquée,puisque dans les cancers bronchiolo-
alvéolaires, on trouve principalement des mucines neutres (ASSEI.AIN
et Coll, 1968) et dans la mucoviscidose, on isole surtout des mucines
acides (ROUSSEL et Coll,, 1968); (LAMBLIN et Coll,, 1972), contenant
4 la fois des résidus d'acide N-acétyl-neuraminique et 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 méme grou-
pe de mucines : par exemple dans les mucines sulfatees sécrétées au
cours de la mucoviscidose, la longueur moyenne des chaines glycanni-

ques augmente avec le degré de sulfatation,

Les études histochimiques réalisées sur des biop-

sies de muqueuses bronchiques humaines ont aussi permis de mettre en




évidence une hétérogénéité au niveau des cellules qui synthétisent les mu-

cines bronchiques,

Trois types cellulaires participent & 1'élaboration

du mucus :

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

dont la moitié apicale renferme des ''boules'' de mucigéne,

2) les cellules muqueuses des glandes muqueuses qui contiennent

de nombreuses '"'boules'' de mucigéne,

3) les cellules séreuses des glandes séreuses et des glandes mixtes

(croissant de GIANUZZI) qui présentent dans leur cytoplasme

de nombreuses granulations sécrétoires,

La présence de mucus et de glycoprotéines au niveau
cellulaire a pu étre mise en évidence au moyen de colorations spécifiques
ainsi, le réactif de Schiff, aprés oxydation periodique, colore intensé-
ment les cellules caliciformes et les cellules muqueuses, L'utilisation
du Bleu alcian a différents pH permet de localiser et de différencier les

sialomucines et les sulfomucines,

D'autre part, la présence de glycoprotéines ayant
une activité de groupe sanguin est mise en évidence dans les cellules
caliciformes et les glandes muqueuses (SZULMAN, 1960), En 1967,
HAVEZ et Coll, démontrent qu'il existe un procejsus actif de sulfata-
tion au niveau des cellules caliciformes et des cellules séreuses des

glandes mixtes,

LAMB (1968), LAMB et REID (1968) et REID (1974)

L




associent l'action d'enzymes (neuraminidase,,,) et les colorations spé-
cifiques des glycoprotéines et démontrent que les cellules responsables
de la synthése des glycoprotéines acides (sialomucines et sulfomucines)

peuvent étre individualisées en plusieurs types,

REID et De HALLER (1967) montrent aprés une étu-
de histochimique que la production des mucines bronchiques acides varie
avec 1l'age puisque seules des mucines sulfatées sont synthétisées chez

le foetus et le nouveau-né,

I1 existe donc & la fois une hétérogénéité des muci-
nes bronchiques sécrétées et des cellules responsables de leur produc-
tion, De plus, le lieu de synthese des différentes mucines n'est pas en-

core connu de fagon définitive,

Les travaux biochimiques antérieurs ont donc per-
mis de démontrer 1'hétérogénéité des mucines bronchiques qui peuvent
étre isolées de sécrétions pathologiques individuelles et méme, au sein
d'un type de molécules déterminé, 1'hétérogénéité des chalnes glycanni-
ques liées au squelette polypeptidique,

‘“

Parallelement, des travaux histochimiques ont per -
mis de constater 1'hétérogénéité des cellules bronchiques qui peuvent etre

impliquées dans la synthése des mucines,

Cependant, les ''retombées'' de ces différents tra-
vaux, en ce qui concerne le diagnostic ou le pronostic des bronchopa-
thies humaines, sont encore trés parcellaires et justifient, si besoin
était, la poursuite d'une étude fondamentale des mucines bronchiques et

des cellules qui les synthétisent,
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En fonction de ces données, nous avons recherché

dans notre travail, la réalisation de plusieurs objectifs :

Dans la premiére partie, nous avons cherché a préciser la

définition biochimique des différentes classes de mucines bronchiques
isolées de sécrétions pathologiques et i 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 1'espoir d'amélio-

rer encore cette classification des mucines,

Dans la troisiéme partie, nous avons utilisé un certain nom-

bre de lectines pour essayer d'affirmer la définition des différents ty-
pes de mucines et éventuellement, d'établir des corrélations entre les

molécules sécrétées et les cellules qui les synthétisent,

"\




PREMIERE PARTIE

DEFINITION DES MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES




INTRODUCTION

’\
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La classification des mucines bronchiques humaines
utilisée par DEGAND (1972) et HAVEZ et Coll, (1973) estfondée sur la
‘variation de trois parameétres : fucose, acide N-acétyl-neuraminique et
groupements sulfate contenus dans les chalnes glycanniques des mucines

isolées du mucus fibrillaire,

Dans une premieére étape, 1'étude de 1'hétérogénéite
des mucines bronchiques a été poursuivie sur 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 fractionnement
utilisant la chromatographie sur Ecteola-Cellulose et la gel filtration
sur Sepharose et différant légérement de celui qui a été préconisé par

DEGAND (1972).

Nous avons cherché 3 déterminer si les classes
de mucines différaient seulement les unes des autres par les proportions
de fucose, d'acide sialique ou de groupements sulfate, éléments considé-
rés comme ayant généralement une situation périphérique sur les chal-
nes glycanniques, et si 1'étude de leur composition chimique permettait

de dégager certaines informations concernant la partie plus interne
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des chdines glycanniques,

Par ailleurs, si 1'étude de la composition en acides
aminés des mucines semble en faveur du caractére monomorphe de leur
axe polypeptidique, un probléme important demeure : celui de la présen-

ce et éventuellement du rble de la cystéine dans leur stiructuration,

Apreés réduction du mucus fibrillaire par le mercapio
€thanol et 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 sur les mucines, Plus récemment, ROBERTS (1574),
par des expériences analogues, a montré que la cystéine existait en quan-
tité faible et variable d'une préparation de mucine 3 l'autre, I1 a méme

proposé différents schémas de structures des mucines fondés sur la pré-

sence de ponts disulfure (1976),

Nous avons ainsi été amené & préciser le taux de
cystéine des mucines et & vérifier si cet acide aminé jouait un rodle dans

la structure des molécules isolées,

Dans une deuxizme €tape, nous avons essayé¢ d'ob-
tenir 3 partir de lavages bronchiques réalisés dans des zones de la mu-
queuse macroscopiquement saines, des mucines pouvant éventuellement
servir d'éléments de référence pour les différentes classes de mucines
bronchiqués isolées de 1l'expectoration, c'est-a-dire, de sécrétions bron-

chiques pathologiques,




RESULTATS
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I - ETUDE DES MUCINES ISOLEES DANS LLE MUCUS BRONCHIQUE DE
MALADES ADULTES ATTEINTS DE BRONCHITE CHRONIQUE

A - PREPARATION DES MUCINES :

L.e mucus bronchique fibrillaire est préparé i par-
tir d'expectorations de malades atteints de bronchite chronique, Apreé:
réduction par le mercapto-éthanol pendant 4 h 3 37°C, on obtient
une fraction adialysable de mucus fibrillaire réduit dont le pourcen-
tage obtenu pour chaque sécrétion est indiqué dans le tableau I, Le
rendement par rapport au mucus fibrillaire est de 61 et 69 % chez
les 2 sujets de groupe sanguin A (WAS,,, et VAN, ,,) et environ de
45 % pour les 3 sujets de groupe sanguin H (MAR..., BIA,,, et

PRO.,..). Les mucines sont ensuite préparées a partir du mucus fi-

brillaire réduit, par différentes étapes chromatographiques,

~

Les mucus réduits sont soumis a une chromatogra-
phie sur colonne d'Ecteola-cellulose équilibrée dans une solution de
chlorure de sodium 0,1 M et éluée par des solutions de molarité crois
sante en chlorure de sodium, La chromatographie sur colonnes
d'Ecteola-cellulose permet ainsi de séparer trois fractions conte-

nant chacune des mucines,




s fraction . MUCINES
MALADES fibrillaire adialysa-
lorilialr hile di it Al Bb [ L C2b C3'b Total
cus réduit ;
MAR... 13,78 45,25 % 1,63 % 1,79 % 1,18 % 0,48 % 0,23 % 5,31 %
BIA,.. 64,5 g 45,27 % 0,05 % 0,41 % 0,75 % 0,52 % 1,73 %
PR, .. 17,2 g 44,90 % 0,38 % 1,07 % 1,00 % 1,74 % 4,19 %
WAS. . 10 g 69,00 % 7,10 % 2, 68 % 0,34 % 0,72 % 10,84 %
VAN, . 10 g 61,00 % 4,30 % 1,79 % 0,23 % 0, 60 % 6,92 %

TABLEAU I : Rendements de la fraction adialysable de mucus réduit et des différentes classes de mucines

:j
2 P =

e v

\\.’" W

-~

obtenues apreés fractionnement du mucus fibrillaire de cinq malades atteints de bronchite chro-
nique,
Ces rendements sont exprimés en pourcentages par rapport au mucus fibrillaire non réduit,

_v‘[_



Dans l'expectoration des trois sujets de groupe
sanguin O, (le fractionnement du mucus réduit de MAR, .. sur co-
lonne d'Ecteola-cellulose est représenté sur la fig, 1), la solution
de chlorure de sodium 0,1 M pefmet d'éluer une fraction A (fig, 1}
représentant respectivement 12,0 (MAR...), 6,3 (BIA,..)et 6,7 %
(PRO., ..) du mucus fibrillaire initial, IL.a solution de chlorure de so-
dium 0,1 M contenant de 1'acide chlorhydrique 0, 01 M permet d'élu-
er une fraction B (fig, 1) qui représente 3,7 (MAR,..), 4,3 (BIA...)
et 4,6 % (PRO...) du mucus initial, La colonne est alors éluée par
une solution de chlorure de sodium 0,7 M contenant de 1'acide chlo-
rhydrique 0,01 M , on obtient ainsi une fraction C (fig, 1) représen-
tant respectivement 5,7 (MAR...), 9,1 (BIA...) et 6,7 % (PRO...)
du mucus fibrillaire initial,

Un protocole de fractionnement sensiblement identi-
que est appliqué aux mucus des 2 sujets de groupe sanguin A, La
plus grande partie des mucines ne sont pas retenues sur la colonne
et sont éluées par la solution de chlorure de sodium 0,1 M., Cette
fraction A représente respectivement 27,1 (WAS,..), et 24,9 %
(VAN,..) du mucus fibrillaire inftial, Une fraction B est éluée par
la solution de chlorure de sodium 0,1 M contenant de 1'acide chlo-
rhydrique 0,01 M ; elle représente 5 % du mucus fibrillaire initial
dans les 2 sécrétions (VAN,,. et WAS...). Une derniére fraction C
est €luée par la solution de chlorure de sodium 0,4 M contenant de
1'acide chlorhydrique 0,01 M ; il s'agit d'une fraction mineure re-
présentant 3,8 % (WAS...) et 3,7 % (VAN,..) du mucus fibrillaire

initial,

Ce fractionnement sur Ecteola-cellulose fondé sur
les différences de point isoélectrique permet donc d'obtenir a partir
de chaque sécrétion trois fractions riches en oses combinés qui sont

ensuite dialysées et lyophilisées,
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3) Purification des fractions A par chromatographie de gel-

N

Toutes les fractions A éont soumises a une chfo-
matographie de gel-filtration sur une colonne de Sepharose 2 B é-
quilibrée et €lué¢e dans le tampon Tris-HC1 0,1 M de pH 8, 0 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

(tig, 1).

La fraction dont 1'élution est retardée et qui con-
tient les mucines est dialysée et lyophilisée, On la soumet ensuite
4 une chromatographie de gel-filtration sur colonne de Sepharose

6B dans le méme tampon, On sépare ainsi les mucines de plusieurs
constituants de poids moléculaire plus faible absorbant la lumiere

ultra-violette & 278 nm (fig, 1),

Les mucines préparées par chromatographie sur
Sepharose 6 B sont enfin purifiées par chromatographie sur 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 éta-
pe chromatographique est étudiée dans la deuxieéme partie de ce tra-
vail, Les mucines ainsi purifiées sont appelées Al et les rendements
obtenus par rapport au mucus fibrillaire initial sont résumés dans

le tableau I,

4) Purification des fractions B par chr";matographie de gel-

Toutes les fractions B sont purifiées sur une colon -

ne de Sepharose 4 B équilibrée et éluée dans le tampon Tris-HC1
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0,1 M de pH 8, 0 contenant du chlorure de sodium 0,2 M, On obtient
ainsi des mucines Bb, qui ont une élution légérement retardée (fig,1),
débarassées de contaminants de haut poids moléculaire exclus de la
colonne et de composants de poids moléculaire plus faible dont 1'élu-
tion est {rés retardée, La proportion de chague mucine Bb isclée

a partir des sécrétions individuelles est indiquée dans le tableau I,

5) Chromatographie des fractions C sur Ecteola Cellulose :

Les fractions C sont soumises & une chromatogra-
phie sur colonne d'Ecteola-cellulose équilibrée dans une solution de
chlorure de sodium 0,1 M contenant de 1'acide chlorhydrique 0,01 M
I'élution est réalisée, soit & 1'aide d'un gradient continu de chlorure
de sodium de 0,1 & 0,7 M dans le cas des fractions C des sécrétions
de malades de groupe sanguin O (MAR,.., BIA..., PRO,..), soit a
I'aide d'un gradient continu de chlorure de sodium de 0,1 2 0,4 M
dans le cas des fractions C des sécrétions de malades de groupe

sanguin A (WAS, .. et VAN, ,.).

Les fractions C peuvent ainsi étre séparées en plu-
sieurs sous-fractions, A partir des fractions C de BIA.,., PRO...,
WAS,.. et VAN, ,, on a découpé arbitrairement 2 sous -fractions C1
et C2, tandis que la fraction C de MAR, .., dont le profil d'élution
montrait 3 épaulements, a été découpée arbitrairement en 3 sous-

fractions C1, C2 et C3 (fig, 2).

6) Purification des sous-fractions C1, C2 et éventuellement C3

Apres dialyse et lyophilisation, les sous -fractions

C1, C2 et éventuellement C3 sont soumises a une chromatographie

de gel filtration sur une colonne de Sepharose 4B, équilibrée et éluée
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par un tampon Tris 0,1 M,de pH 8, 0,contenant du chlorure de so-
dium 0,2 M. On obtient ainsi (fig, 2) les fractions de mucines C1 b,
C2 b et éventuellement C3 b débarassées de contaminants de haut
poids moléculaire exclus de la colonne et de composés de plus fai-
ble poids moléculaire dont 1'élution est trés retardée, La proportion
de chacune des fractions de mucines Cl b et C2 b et éventuellement

C3 b, obtenues pour chaque malade, est indiquée dans le tableau I,

Pour chaque sécrétion, le rendement total des mu-
cines isolées et purifiées est rapporté dans le tableau I, Les muci-
nes Al, Bb, Cl b, C2 b et éventuellement C3 b sont ensuite étudiées

en électrophorése en agarose a pH 8, 2,

. L'électrophorése & pH 8,2 des mucines Al (fig, 3)
montre qu'elles ont une faible migration du c6té anodique du godet
de dépot, Elles sont faiblement colorées par l'amidoschwarz, inten-
sément révélées par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique,
mais généralement pas révélées par le bleu de Toluidine,sauf les

mucines Al de MAR, ., qui sont trés faiblement révélées (fig, 3),

2) Mucines Bb :

Les mucines Bb ont une migration légérement plus
anodique que les mucines Al, Elles sont peu ou pas révélées par
l'amidoschwarz, intensément révélées par le réactif de Schiff aprés
oxydation periodique et ne sont pas colorées par le bleu de Toluidi-

ne (fig, 3),
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3) Mucines C1 b, C2 b, et éventuellement C3 b :

Les mucines Cl b et C2 b ont une migration plus
anodique que la fraction Bb (fig. 3). La fraction Cl b a une migra-
tion inférieure a celle de C2 b, Elles ne sont pas révélées par l'ami-
doschwarz mais sont intensément révélées par le réactif de Schitf
aprés oxydation periodique et de plus en plus intensément révélées
par le bleu de Toluidine, l.es mucines C3 b ont une migration ano-
dique supérieure i celle des mucines C2 b, Elles ne sont pas réveé-
lées par l'amidoschwarz, sont révélées par le réactif de Schiff apres

oxydation periodique et colorées plus intensément que les mucines C2b

par le bleu de Toluidine (fig, 3),

C - ULTRACENTRIFUGATION DES MUCINES A1, Bb, Cl b, C2 b et

C3 b

1) Détermination de la constante de sédimentation :

L'ultracentrifugation a été réalisée sur les fractions
de mucines Al, Bb, Cl b, C2b et C3 b du malade MAR, ., et montre
que la fraction de mucines Al est homogéne (un pic symétrique), La
valeur du coefficient de sédimentation est de S°20w =9,1 s,

La fraction de mucines Bb est également homogéne
(un pic symétrique); son coefficient de sédimentation a une valeur de
S 20w 9,4 s,

Les mucines C1 b contiennent deux fractions : l'une
mineure a un coefficient de sédimentation de 9, 6 s, 1'autre majeure

de 7,9 s,

I.es mucines C2 b sont elles aussi hétérogeénes puisqu
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l'ultracentrifugation révele 1'existence de deux pics, 1'un mineur de

coefficient de sédimentation 11,7 s et 1'autre majeur de 10,2 s,

Les mucines C3 b se présentent en ultracentrifugation
sous la forme d'un pic symétrique, la valeur du coefficient de sé-

dimentation est de 9, 2 s,

2) Détermination du poids moléculaire ° :

L.e poids moléculaire des mucines a été réalisé sur
les fractions de MAR, .. par équilibre de sédimentation, On obtient
pour chacune des fractions desvaleurs de M"W qui sont respectiive-

ment :

Al :360 000 (+15 %)
Bb :300 000 (+15 %)
Cl b : 440 000 (+ 15 %)
C2 b : 400 000 (+15 %)
C3b:440000 (+15 %)

D - ACTIVITE DE GROUPE SANGUIN A, B, O DES MUCINES BRON-

La recherche de 1'activité de groupe sanguin de chaque
fraction de mucines montre (tableau II) que toutes les fractions de mu-
cines isolées 3 partir de l'expectoration du sujet de groupe sanguin O
(MAR, ..) ne possédent pas d'activité de groupe sanguin H : ceci est en
faveur du caractére non sécréteur du sujet MAR,,. Par contre, on re-
marque que les mucines isolées dans l'expectoration des 2 autres sujets
de groupe sanguin O possedent une activité de groupe sanguin H, La frac-

tion Al 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 réaliser les déterminations de poids moléculaire sur ultracentri

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

wroneitd doc Qrionmree of Toechninnea de T.ille  Villeneuve d'Asca)
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Les mucines Al et Bb isolées dans l'expectoration
des sujets de groupe sanguin A possédent a la fois des activités de grou-
pe sanguin A et H, Les fractions C1 b ont des activités de groupe san-
guin A et H plus faibles et les fractions C2 b ne possedent pas d'activité
de groupe sanguin, sauf la fraction C2 b de VAN, .. qui conserve une

activité H (tableau II).

E - PROPRIETES CHIMIQUES DES MUCINES Al, Bb, Cl b, C2 b

La détermination de l'acide aminé situé en position
N -terminale a été effectuée sur les mucines Al de WAS, .. et de
VAN, .. par la méthode des dansyl-amino-acides et n'a permis de

révéler qu'un seul acide aminé : 'ARGININE,

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

Apres hydrazinolyse des mucines Al de VAN, ..,
trois amino-acides ont été identifiés : la THREONINE, 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 [II, celles des mucines des malades BIA .. et PRO,..
qui ont des activités de groupe sanguin H dans les tableaux IV et V
et celles des malades WAS,,, et VAN, , ,, 4 activité de groupe san-

guin A dans les tableaux VI et VII,




FRACTIONS DE MUCINES
Sujets et immun -
groupe san- | sérums Al Bb Clb C2b C3b
guin utilisés
anti A - - - - ..
MAR..,.  [-===---- ettt e e e T e e et
(©) anti H - = T 3 %
anti A - - - -
PRO...  [--------4 ettt B et
(0) anti H +4++ + + 5
anti A - - . -
BIA... e e e L e Ll L L LT
(O) anti H +4++ +++ + +
anti A -+ +++ + -
R T e e e e R
(A) anti H 4+ +++ + -
anti A S e +++ + -
VAN,.,  |======e-t=cmeececna-- e o s o i S e o e e i e e
(A) anti H +4+ ++ + +

L

iRl
SIE

'y
3

TABLEAU II: Inhibition des antisérums A et H par les différentes classes de mucines bronchiques isolées du
mucus fibrillaire de malades atteints de bronchite chronique, Les tests ont été effectués en additionnant
0,1 ml d'une solution de mucines a 2 mg/ml & un volume égal d'antisérum représentant 2 doses agglutinantes,
Le mélange est incubé pendant 15min a la température du laboratoire, Aprés addition d'un troisiéme volume
de globules rouges humains A ou H, le mélange est agité et incubé pendant 2 h & la température du labora-
toire, Puis on lit 1'agglutination (WATKINS et MORGAN, 1962), L'inhibition de 1'hémagglutination observée
est notée :

+++++ = trés forte ; +++ = forte ; + = faible ; - = absence d'inhibition

-zz_
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a - composition en acides aminés :

L'examen des résultats montre que la teneur totale
en acides aminés quelque soit 1la sécrétion étudiée, représente environ

le cinquiéme de la molécule,

L.es mucines Al, Bb, Cl1 b, C2 bou C3Db sont carac-
térisées par une forte proportion d'acides aminés hydroxylés, SERINE
et THREONINE, puisque le pourcentage de ces résidus est compris en-
tre 38 et 51 9% des résidus dosés tableaux IIla a VIila), Elles sont aussi ca-
ractérisées par une teneur élevée en PROLINE, GLYCOCOLLE et ALA -
NINE,

On trouve sur les diagrammes d'analyses des aci-
des aminés effectuées sur auto-analyseur Beckman, un soulévement de
la ligne de base au niveau de la cystéine, La présence ou l'absence de

cystéine sera discustée dans la suite de cette étude,

Les tableaux comparatifs des compositions en aci-
des aminés des mucines isolées a partir 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 différences dans la partie polypeptidique de

ces molécules (tableaux IIlg a Vila),

b) composition glucidique :

La composition glucidique des mucines isolées est
rapportée dans les tableaux IIlb, IVb, Vb, VIb, VIIb,Les mucines Al, Bb,
C1 b, C2 b et éventuellement C3 b ont une teneur en glucides qui repré-
sente environ 80 % de la molécule, La partie glucidique de ces mucines
est caractérisée par la présence de N-acétiyl-galactosamine, de N-acétyl-

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




(1) = composition en acides aminés déterminée sur auto-analyseur Technicon

(2) =

composition en acides aminés déterminée sur auto-analyseur Beckman

Al Bb Clb C2b C3b
R/)l(OORa) Amolesfg |R /100 R(z) pmoles/g | R/100 R(z) pmoles /g |R/100 R(z pamolesg [ R/100 R@) pmoles/g

Asp 3.21 48,5 2.53 48.0 1,74 31.8 2. 19 34,3 3.45 48,4
Thr 26,70 403.1 28. 01 531.2 30. 82 564, 2 28,43 444, 0 22,43 314,3
Ser 15, 82 238.9 18, 62 353.1 17,53 320.9 18.19 284, 2 16,19 226.9
Glu 4,70 9 3.14 59.5 2.78 56.8 2.78 43,4 4,20 58.9
Pré 10, 47 158.0 10, 58 200. 6 12,54 229,17 11,06 172, 7 10, 63 149.0
Gly 8.28 125.1 8. 42 159.7 6.25 114,.3 8.06 125.9 8.73 122. 3
Ala 10,35 156. 3 9.42 178.7 8.82 162.4 8.7 137.1 8.53 119. 5
Val 4,25 63. 4 4,06 77.0 4. 02 8. T 3.81 59, 6 3.41 47. 8
Cys - - tr tr tr tr tr tr tr tr

Met - - 0. 74 14,0 1.29 23.6 1,31 20.4 2,23 31.3
Ile 2.48 37.4 2, 17 41.5 2.12 38.9 1.94 30. 3 1,94 27, 2
Leu 4,51 68. 2 3.56 67. 6 3.11 57.0 3.33 52.0 4,32 60. 6
Tyr 0. 64 9.6 1,10 20.9 0.96 17.6 1.25 19,5 2.14 29.9
Phe 1,08 16.3 1,38 26,3 1,14 20.9 1,20 18.8 1,93 27.1
Lys 2. 44 36.8 2, 09 39.4 2,06 37.8 2.25 35,2 3.13 43.9
His (2 C__':_j\ - 2,54 38.3 2,41 45,7 2.94 53.8 3,66 57, 2 4,53 63.5
Arg \w 2,99 39.1 1,78 33.17 1,88 34,3 1,75 27,3 2.19 30,7

XX

TABLEAU IIla : Composition chimique des mucines isolées de 1'expectoration de MAR, ,,

Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus d'acides aminés
Résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec

(sujet de groupe sanguin O),

_:&z-
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Al Bb Clb C2b
R{(l 00 R §}£noles/g R/100R | pmoles/g | R/100R |pmolesfg | R/100 R | pmoles/g

Asp (1) 3: 99 37.1 2. 65 58. 6 1.50 27,2 2,96 57.9
Thr 29.70 553. 8 23,26 513,4 32,03 579. 9 24,24 473,3
Ser 15,59 290, 5 13,88 306, 3 19,27 349, 0 18,20 355. 4
Glu 3. 68 68. 6. 4,08 90,1 3.13 56, 6 4,12 80.5
Pro 12,19 227.2 10. 52 232.1 12.99 235, 3 12,09 236.0
Gly 6. 79 126, 7 8. 09 178.5 6. 02 109.0 8. 62 168.1
Ala 9.05 168,38 9,13 201.5 8.89 161.0 9.36 182.8
Val 3.64 67.7 4,21 92,9 3. 62 65. 6 3.97 77.5
Cys tr tr tr tr tr tr tr tr

Met 1,54 28.7 - - 0.80 14,4 1,12 22,0
Ile 2.20 41,2 3.51 77.4 2,05 37.2 1.87 36.7
Leu 4,43 82. 6 4,86 107.2 2,72 49, 2 3.63 70,7
Tyr 0. 90 1%, 7 2,33 51.5 0. 66 12,0 1,19 23.2
Phe 1,19 22,3 2, 61 57,5 0. 65 & T 1.27 24.9
Lys 2.11 39.4 3.72 82.0 1,58 28,7 1,81° 35,4
His 2,85 53.3 3.23 71.3 2.13 38.5 3.03 59,1
Arg 2.14 39.9 3.92 86.4 1.96 35.4 2,51 48,9

x = Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus d'acides aminés
xx : Résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec

(1) : Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Beckman

(=
(5:

Lo

TABLEAU IV a :

de groupe sanguin O),

Composition chimique de mucines isolées de 1'expectoration de BIA ,,, (sujet

—gz-



. R

‘(0 utn8ues adnoad ap

1alns) **° yIg op uorjea0}doadxa,] op S99TOSI SaUIdNW ap anbrwryd uotgrsodwo) : q Al NVAIIV.L

oas sprod ap o8ejusdoanod us spwiadxa S}BIMNSIY ¢ XXX

oas spiod ap swwead Jed seTOWOJOTW Us spwiadxe sjej[nsy @ XX

0S¢ 0°2 06 ¥°0 06 L°0 0 0 23}ejIns
00T 0°¢ 08T 9°¢ 011 B 0¢ G°0 VNVN
009 e Bl 01L LG1 08¥% 9°0T1 0€9 0°%T oeN TeD
06TT £°92 0€0T1 8 °¢2 0€6 G°02 080T 6°€2 oeN "D
09€T A 44 00TT 86T 0701 L'81 08TT 212 1ed
068 0°%1 0L9 60T 060T 6°LT 004 G°IT onyg
¥°2661 & 61 L0181 9°LI L9022 9°12 1°8981 781 spullue
SOpIOY
XX XXX
§/sotouwr of 9%, §/serow % 8/sotowu of % §/serow tf %

92D

q1D

qd

1V




Al Bb Clb C2b
)1(2/1 00 R pxr;?oles/g R/100 R| pmoles/g | R/100 R | pmoles/g | R/100 R | pmoles /g
Asp (1) 3.22 48,5 554 54,9 1,03 16.3 2,07 81,8
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 13,0 4,59 72.0 2,30 36.3 3.34 50.5
Pro 9.78 147.,4 10. 08 197,89 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 8,42 133.0 8.99 136.1
Val 3. 66 55, 2 4,53 0.9 3.75 59, 2 4,19 63. 4
Cys tr tr tr tr tr tr tr tr
Met - B1n 32,7 0.93 14,6 0. 87 13. 8 1,52 22, 9
Ile 2,07 31,2 2.48 38.7 2,25 35.5 1.95 29,5
Leu 4,47 67.4 4, 60 4 1,64 25,9 2.57 38,9
Tyr .27 19,1 o | 26,8 0. 97 15,2 1,01 15,2
Phe 1,58 23.8 %1 27,0 0,79 12,5 0.96 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 = Résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus
xx = Résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec
_ (1) = composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Beckman
E% TABLEAU V a : Composition chimique de mucines isolées de l'expectoration de PRO, ,, (sujet

de groupe sanguin O),

_88—



Al Bb Clb C2b
% amoles/g To pmoles/g % pmoles/g %o pmoles/g
XXX XX

Acides

aminés 15.8 1507.9 15,7 1564, 9 15.9 1579,5 158 1513,8
Fuc 13.5 820 ) I 1080 £, 0 670 12,5 760
Gal 22,2 1230 20.3 1130 24,2 1340 24,9 1380
G. Nac 21,0 950 18.2 820 14,7 670 20,5 930
Gal Nac 8.1 410 9.3 420 . 6 800 12,5 970
NANA 2.9 90 6.4 210 13.0 420 9.0 290
Sulfate 0,3 40 0.6 70 0.5 60 19 90

xxx : Résultats exprimés en pourcentage de poids sec

xx : Résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec

TABLEAUYV b : Composition chimique de mucines isolées de l'expectoration de PRO, .. (sujet de

)

I
L

groupe sanguin O),
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Al Bb Clb C2b
JRA00 Rg) | pmolesfg | RAOORE) }lmole.:s/g RAOOR @) | pmolesg | RA00 Rp) | moles/g

Asp 2,05 20. 5 2.74 34.9 1,92 34,4 2,51 33.0
Thr 33.58 336.1 28,31 361.1 25, 54 460.1 25,36 332, 6
il 13,37 133.9 15,72 200, 6 20,26 365.1 17, 57 230.4
Glu 3.81 38.1 3.72 47,5 3.17 57.2 3.89 51,1
Pro 9.00 90.1 11,75 149,8 13.42 241.8 12,80 167.9
Gly 6. 92 69. 3 6.95 88.7 6. 79 122.4 8.28 108.7
Ala 10.49 105.1 9.47 120.8 9.28 167.2 9.99 131.0
Val 3.94 39.4 4,36 55. 6 3.86 69. 6 3.76 49.3
Cys - - tr tr tr tr tr tr

Met - - 0.75 2.6 1,07 19.3 1,09 14,3
Ile 2.36 23.6 2.35 30.0 2.11 38.0 1,72 22.6
Leu 4.73 47,3 4,29 54,7 2.04 36.6 2.89 38.0
i 7 ol - - $.09 13.9 1,46 26,3 1,04 18.7
Phe 1.14 11.4 1,37 17.5 0. 83 14,9 1,10 14,4
Lys 2.70 ks 2,14 27.4 3.05 55.0 2.18 28. 17
His 2,94 29,5 2.54 32.3 3.18 57,3 3.76 49,3
Arg 2.917 29,7 2,45 31.1 2,04 36,6 2,03 26,7

n
g

I
Si

x = Résultats exprimés en nombre de résidus d'acides aminés pour 100 résidus
xx = Résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec

(1) = Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Technicon
(2) = Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Beckman

TABLEAU VI a : Composition chimique de mucines isolées de 1'expectoration de WAS, ,, (sujet de groupe
sanguin A),

-08-—
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Al B b Cl b C2b
xR/‘l 00 R (1) |pmples /g | RAK R (2) | p molesjg | RAOR @) | umoles/g | RAOR (2) | pmolesjg
aspM | 1,79 27. 3 3.42 63. 9 1.76 28.1. 3,23 47.8
Thr 32,09 491, 0 28.85 483.1 31, 28 501, 9 23.89 354. 9
Ser 15,28 233.1 19.12 319.9 17. 95 287.9 18.83 279.5 |
Glu 4,18 64.0 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 86, 7 387 147.2 6. 22 99.9 9. 36 138.9
Ala 10.70 163 T 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 ir tr tr tr tr tr tr ir
Met - - 0. 80 8 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
Ty tr tr %51 28.2 0. 69 1.3 1.25 18,7
Phe tr S .72 0.2 0. 90 14.5 1,42 21,0
Lys 1,67 25. 6 2.57 47,9 2,10 33.7 2,27 33.7
His 2.85 36.0 207 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 exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus
moles par gramme de poids sec, d'acides aminés,

-

£ ;C."

(1) = Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Technicon
(2) = Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Beckman

m

TABLEAU VIla: Composition chimique de mucines isolées de 1'expectoration de VAN, ,. (sujet de groupe
sanguin A),

- 3¢ -



Al Bb Clb C2b
%% p moles/g % nmoles/g % pmoles/g % pmoles/g
XXX XX

acides :

aminés 14,9 1530.0 18.6 1869.2 5.7 1604, 2 14,6 1485, 3
Fuc, 16.'5, 1010 16,9 1030 13.’6 830 15,1, 920
Gal, . 22.0 1220 -, P I 1280 25.4 1410 25,6 1420
G Nac 22,2, 1000 3.5 790 18.4 830 20,7 940
Gal Nac 21.6 980 16,4 740 18.5 840 15,2 690
NANA 0 ; 0 3.5 110 3.2 110 2.0 60
Sultate 0 0 0 0 0.9 110 2.8 350

xx : résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec

xxxX : résultats exprimés en pourcentage de poids sec

TABLEAU VII b : Composition chimique de mucines isolées de 1'expectoration de VAN ,,. (sujet
de groupe sanguin A),
.
(s

\ &S
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de groupements sulfate,

Ditfférentes remarques peuvent étre formulées :

- la teneur en fucose varie selon que les mucines possédent

ou non une activité de groupe sanguin A, B, O, Les fractions Al
éluées de la colonne d'Ecteola-cellulose par une solution de chloru-
re de sodium 0,1 M étaient précédemment considérées ccmme des
"fucomucines", Cependant, la teneur en fucose de ées fractions est
faible, quand elles sont dépourvues d'activité A, B ouO (tableau IIIb),
De plus, certaines fractions acides ont une teneur en fucose assez
élevée (tableaux IVb et Vb), La dénomination de "fucomucines" ap-

pliquée aux fractions Al ne peut donc étre retenue,

- le taux de N -acétyl-galactosamine est plus élevé dans les

mucines possédant des activités de groupe sanguin A (tableaux VIb

et VIIb).

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

que et groupements sulfate) augmente progressivement des muci-
nes Al aux mucines C2 b ou éventuellement C3 b, Le rapport acide
N-acétyl-neuraminique + groupements sulfate /100 acides aminés per-
met de mettre en évidence cette progression (tableaux VIII, IX, X et
XI). Toutefois, les mucines Al peuvent renfermer, dans certains cas
un nombre non négligeable de résidus acides (tébleaux VIII et X) et
la mucine C1 b de PRO,,. (tableau X) renferme plus de résidus aci-
des que la mucine C2 b, On remarque que la mucine C1 b est parti-
culierement riche en acide N -acétyl-neuraminique (tableau Vb),
D'autre part, dans chaque mucine 1'importance du
nombre de résidus d'acide N -acétyl-neuraminique par rapport au nom
bre de résidus sulfate est indiqué par la valeur du rapport acide N-

acétyl-neuraminique /groupements sulfate, Pour chaque sé-




Y

it

~

DE

Al

Bb

Clb

C2b

C3b

Estimation de la lon-
gueur moyenne des
chaines

5.4

6.9

Acide N -acétyl-neu-
raminique + groupe-
ments sulfate /100
acides aminés

10,0

13.0

21.1

28.5

Acide N-acétyl-neu-
raminique /sulfate

2,8

2,4

0.6

0.3

N -acétyl-galactosa-
mine /100 acides ami-
nés

28,5

33.7

35.3

36,5

29,3

TABLEAU VIII : Caractéristiques des chaines glycanniques des mucines de MAR,,.
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Al Bb Clb C2b
Estimation de la lon-
gueur moyenne des
o RN 5 P 7.6 5,2 6.8
Acide N-acétyl-neura-
minique + groupements
sulfate /100 acides ami- 1.1 9.1 12,7 17. 9
nés
Acide N-acétyl-neura-
minique /Sulfate - 1.2 3.6 0.4
N -acétyl-galactosami-
ne /100 acides aminés 35.9 21,7 39.2 30,7

TABLEAU IX : Caractéristiques des chalnes glycanniques des mucines de BIA, ..

_98_



Al Bb Clb C2b

Estimation de la lon-
gueur moyenne des
chaines 8.5 8.7 4.9 6.9
Acide N -acétyl-neura-
mique + groupements
sulfate /100 acides ami-
nés 8.6 17,8 30.4 25,1
‘Acide N -acétyl-neura-

minique /sulfate 2,2 3.0 7.0 3.2

N -acétyl-galactosami-

27,2 26,6 50,6 37.6

ne /100 acides aminés

TABLEAU X : Caractéristiques des chalnes glycanniques des mucines
te PRO, ..

-LS-.



WAS... VAN, ..

Al Bb Clb C2b Al Bb Clb C2b
acide N-acétyl-
neuraminique +
groupements sul- - 14,9 24.4 36.6 - 5.9 13.7 27.6
fate /100 acides
aminés 4
acide N-acétyl-
neuraminique /sul-
fate - 2.8 1.6 0.6 - - 1 0.2

TABLEAU XI : Caractéristiques des chalnes glycanniques des mucines de WAS, ,, et VAN,,.

_88-



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

les mucines C1 b (tableaux IX, X et XI) qui sont les plus sialidées,
La diminution ou l'inversion de la valeur de ce rapport dans les
mucines C2 b ou éventuellement C3 b (tableaux VIII, IX et XI) mon-
tre que ces mucines sont principalement sulfatées, Ce n'est pas le
cas de la mucine C2 b de PRO, .. (tableau X) oll l1e nombre de ré-
sidus d'acide N-acétyl-neuraminique est plus important que le nom -

bre de résidus de sulfate,

- une "estimation" de la longueur moyenne des chalnes glycan-

niques peut étre réalisée pour les mucines isolées chez des sujets
de groupe sanguin O en établissant le rapport de la somme des rési-
dus de fucose + galactose + N-acétyl-glucosamine + N-acétyl-galac-
tosamine + acide N-acétyl-neuraminique sur le nombre de résidus
de N-acétyl-galactosamine, On peut en effet,penser dans ce cas que
tous les résidus de N-acétyl-galactosamine sont engagés dans des
liaisons O-glycosidiques avec des résidus d'acides aminés hydroxy -
lés, Threonine et serine (WATKINS, 1972).

IL.es mucines C1 b qui sont généralement les plus ri-
ches en acide sialique ont une longueur moyenne de chdines de l'ordre
de 5 résidus de sucres (tableaux VIII,IX et X),

Les mucines C2 b ou C3 b qui sont plus sulfatées que
les précédentes ont une longueur moyenne de chaines comprise entre
6,8 et 9, 6 résidus de sucres (tableaux VIII, IX et X).

La longueur moyenne des chaines glycanniques des
mucines Al, pauvres en résidus acides est de 5,7 4 8, 5 résidus de
sucres et celles des mucines Bb est de 5,4 a 8,7 résidus de sucres
(tableaux VIII, IX et X),

I1 semble donc que la longueur moyenne des chaines
glycanniques des mucines neutres Al ou faiblement acides Bb soit,

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

grande que celle des mucines C1 b qui sont les plus sialidées, De
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méme l'augmentation de la teneur en sulfate observée dans les frac-
tions acides C2 b ou C3 b s'accompagne d'une augmentation de la
longueur moyenne des chaines glycanniques qui peut atteindre 9 & -
10 sucres, B

On peut aussi 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 paralléle au nombre de
résidus d'acides aminés hydroxylés (tableaux IIla, IVa, et Va),

D'autre part, en ce qui concerne les mucines iso-
lées chez des sujets A sécréteurs, la présence de N-acétyl-galac-

tosamine & 1'extrémité non réductrice des chaines glycanniques ne

permet pas de rechercher ce type d'estimation,

- la détermination de la valeur du rapport N-acétyl-galacto-

samine /100 acides aminés permet d'apprécier la "glycos ylation™”

des différentes mucines isolées des sujets de groupe sanguin O (ta-
bleaux VIII IX et X), Cette estimation est fondée sur 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, 1972), Les mucines

C1 b sont les plus glycosylées, principalement celles de PRRO, ..
(tableau X), les mucines C2 b de MAR, .. (tableau VIII) possédent
sensiblement le méme degré de glycosylation que les mucines C1 b,
Les mucines Al, sauf celles de BIA,,. (tableau IX) sont les moins
glycosylées (tableaux VIllet 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-~cétyl-galactosamine

sont situés a l'extrémité non réductrice des chaines glycanniques,

F - PROBLEME DES PONTS DISULFURE DANS LES MUCINES :
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La structure géliforme des sécrétions bronchiques
est due en partie a l'existence de ponts disulfure (HAVEZ et Coll,, 1973)
(ROBERTS, 1974 et 1976). Si leur rupture ameéne une diminution de la
viscosité des solutions de mucus, la localisation exacte de ces ponts

dans le mucus fibrillaire est encore un sujet controversé,

Par réduction d'un mucus fibrillaire par le mercapto-
éthanol suivie d'une alkylation avec de 1'iodo-acétamide marquée puis
chromatographie de gel filtration sur Sepharose 4B, HAVEZ et Coll,
(1972) avaient suggéré que les ponts disulfure rompus étaient situés sur

les protéines du mucus et non pas sur les mucines,

En 1974, ROBERTS rapporte la présence de trés

faibles quantités de cystéine au sein des mucines bronchiques humaines,

En 1976, le méme auteur, & la suite d'expériences
de réduction de mucus bronchique suivie d'une alkylation par 1'iodo-
acétamide marquée, isole des fractions de mucines radio-actives et
propose différents schémas de structure des mucines bronchiques impli-
quant l'association de chaines de mucines par des ponts disulfure, Cepen-
dant, il existe des différences individuelles dans 1'activité spécifique des

mucines alkylées ainsi marquées,

On ne peut donc complétement éliminer 1'hypothese
que les mucines isolées par ROBERTS soient contaminées par des quan-
tités faibles, mais variables d'un cas & l'autre, de protéines ou de pep-
tides encore associés aux mucines malgré les techniques de purification
utilisées, La deuxiéme partie de ce travail donnera d'ailleurs quelque

N

valeur a cette hypothese,

En ce qui concerne les différentes mucines que nous
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avons préparées, l'examen des diagrammes d'¢€lution des hydrolysats
effectués sur l'auto-analyseur Beckman montre qu'il existe un léger
soulevement de la ligne de base au niveau de 1'élution de la cystéine,
(voir plus haut), Afin de déterminer si la cystéine est un élément de la
structure des mucines, deux types d'expériences ont été réalisés,

- e e e e e e e e e e e e e em G v e e mw A bm e e aE e e we e

1) Réduction et alkylation d'une mucine : |

La mucine Bb du malade MAR, ,. est réduite par le
mercapto-éthanol dans des conditions identiques a célles utilisées
pour réduire un mucus bronchique (4 h & 37°C), La réduction est sui-
vie d'une alkylation par l'iodo-acétamide, pendant 1 h, Aprés dia-
lyse et lyophilisation, la mucine non réduite et la mucine réduite
puis alkylée sont soumises & une chromatographie sur une colonne r

de Sepharose 4B, Les diagrammes d'élution obtenus ont exactement

le méme protil,

Trois mucines A1 (PRO,..), Bbet C2 b (MAR,..)
sont soumises & une oxydation performique et, aprés oxydation, la
composition en acides aminés de chaque mucine est déterminée, La
transformation des résidus de cystéine en acide cystéique aprés oxy-
dation performique permet effectivement de déceler cet acide aminé
en trés faible quantité, puisque 1l'on retrouve toujours un nombre de
résidus de cystéine inférieur & 1 % des résidus d'acides aminés

(0,69 % : Al de PRO,..) (0,52 % : Bb de MAR...) (0,58 % : C2 b de
MAR...).

Nos expériences personnelles démontrent tout d'abord

que les mucines bronchiques contiennent de faibles quantités de cysté-




- 43 -

ine, Si on rapporte les valeurs trouvées pour la cystéine au poids
moléculaire des mucines Al, Bb et C2 b déterminé par équilibre 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 d'élution sur une colonne de Sepharose
4B, On peut doné penser qu'il n'y a pas une polymérisation des
"monomeres"de mucines isolées réunis par des ponts disulfure,

On doit cependant souligner que nos expériences
ont été réalisées sur des molécules purifiées a partir du mucus
bronchique déja réduit mais non bloqué, Dans ces conditions, on
ne peut complétement éliminer, pour le mucus natif , la possibi-
lité d'association de "monomeres" de mucines unis par un petit nombr
de ponts disulfure, Le fait que les mucines isolées apres réduction
mais sans alkylation ne soient pas capables d'une certaine réasso-

ciation spontanée n'est pas en faveur de cette hypothése,

II - ETUDE DES MUCINES BRONCHIQUES NON PATHOLOGIQUES :

Aprés avoir défini certaines caractéristiques des mu-
cines bronchiques isolées de l'expectoration de malades atteints de bron-
chite chronique, nous avons cherché & étudier des mucines isolées d'une

sécrétion bronchique aussi proche que possible de 1'état physiologique,

A 1'état normal, la sécrétion bronchique entrainée
par les battements ciliaires vers les voies aériennes supérieures y est
L
progressivement déglutie, Nous avons donc recueilli les produits des
lavages bronchiques, réalisés sous fibroscopie dans des territoires
bronchiques macroscopiquement sains, Etant donné les faibles quantités

de sécrétion recueillie par des lavages réalisés a l'aide de solution phy -




siologique, nous avons utilisé un liquide de lavage contenant un agent
"réducteur", la N-acétyl-cystéine et nous avons mélangé les produits
de lavages provenant de plusieurs patients pour en faire un pool suffi-

-

sarmnment important,

A - ETUDE PRELIMINAIRE DES MUCINES BRONCHIQUES NON

Des lavages bronchiques ont été réalisés chez cing
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 san-

guin B),

Dans chaque cas, le liquide de lavage est centrifugé
et séparé en une fraction soluble et en un "culot géliforme" qui sont dia-
lysés contre eau distillée, puis lyophilisés (tableau XII), Les "culots
géliformes" sont ensuite soumis & une réduction par le mercapto-éthanol
al %, centrifugés, dialysés et lyophilisés, Les constituants solubilisés
et adialysables ou "mucus solubilisé" représentent de 35 & 49 % du mu-

cus géliforme,

L'étude électrophorétique en agarose des fractions
solubles obtenues a partir des cing liquides de lavage a été effectuée en
utilisant des révélations par l'amidoschwarz, le réactif de Schiff apres

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, O
De la méme facgon, l'aspect électrophorétique des
différentes fractions de "mucus solubilisé" s'est avéré homogéne, Les

différentes fractions de "mucus solubilisé" ont donc encore été réunies,
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1) Etude des mucines de la fraction soluble :

525 mg de mélange des fractions solubles sont dé-
posés sur une colonne d'Ecteola-cellulose équilibrée et éluée dans
une solution de chlorure de sodium 0,1 M, L'élution de la colonne
est ensuite réalisée par passage successif des solutions de chlorure
de sodium 0,1 M, 0,3 M, 0,5 M et 0,7 M contenant de 1'acide chlo -~
rhydrique 0,01 M (fig, 4), On recueille ainsi plusieurs fractions

(F1 =110mg ; F3 =14 mg ; F4 = 2,5 mg).

La fraction F1 est de caractére neutre puisqu'elle
n'est pas retenue sur la colonne d'Ectéola,

25 mg de la fraction F1 et 13 mg de la fraction F3
sont soumis a une chromatographie de gel filtration sur colonne de
Sepharose 4B dans un tampon Tris 0,1 M, Na Cl1 0,2 M de pH 8,0
(fig. 4).

La fraction F3 a été séparée en une fraction de haut
poids moléculaire exclue de la colonne, une fraction complétement
retenue qui est essentiellement protéique et deux fractions glycopro-
téiques dont l'absorption a 278 nm est faible (F3b et F3 c)(fig. 4).

Dans les mémes conditions, 1'étude chromatogra-
phique de la fraction F1, de caractére neutre, démontre qu'elle ne
contient pas de mucines neutres de taille moléculaire comparable
a celle des fractions F3 b et F3 c(fig, 4).

' L'étude électrophorétique des fractions F3 b, F3 c et
F4 révele leur caractéere acide ainsi qu'en témoignent leur mobilité

¢lectrophorétique et leur affinité pour le bleu de Toluidine (fig, 5),

2) Etude des mucines du mucus solubilisé :

210 mg de mélange de "mucus solubilisé" sont sou-

mis &4 une chromatographie sur une colonne d'Ecteola-cellulose iden-
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tique a celle qui est utilisée pour la fraction soluble (fig, 6),

Quatre fractions sont séparées, dialysées, puis
lyophilisées (FI : 7T mg ; FII =5 mg ; FIII =15 mg ; FIV = 2 mg),

7 mg de la fraction Fi et 14 mg de la fraction FIII
sont alors soumis & une chromatographic de gel filtration sur Sepha-

rose 4B (fig. 6).

La fraction FI ne contient pas de mucines neutres
de taille comparable & celle des mucines acides (FIII b) isolées A

partir de la fraction FIII (fig, 6).

Liétude électrophorétique des fractions FIII b et

FIV confirme leurs caractéres de mucines acides (fig 5),

On remarque aussi que les quantités de mucines
obtenues i partir du "mucus géliforme" solubilisé sont beaucoup
plus faibles que les quantités de mucines isolées dans la 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 mucines contenues dans le mucus gélifor-

me, au niveau de la bronche méme,

Cette premieére série d'expériences démontre que
les mucines préparées i partir de liquides de lavages réalisés chez cing
sujets dans des territoires macroscopiquement sains sont des molécules
de caractere acide, Ces mucines correspondent & un mélange de molé-
cules sécrétées par des sujets de groupe sanguin *, B et O, Nous n'avons
pas réalisé 1'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 & une estimation de la longueur moyenne des chafnes de ces mo-

N

lécules, Un deuxiéme pool de sécrétions a donc été constitué a partir de
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lavages réalisés chez six sujets de groupe sanguin O,

B - ETUDE CHIMIQUE DES MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES

MENT SAINES CHEZ SIX SUJETS DE GROUPE SANGUIN O :
Cette deuxiéme série de lavages a été réalisée dans
les mémes conditions que celles qui ont été utilisées pour la premiére

série,

Toutefols, considérant d'une part que le matériel
obtenu était certainement d'origine bronchique et d'autre part que le ma-
tériel obtenu avait déja été en contact avec un agent réducteur, la N-
acétyl-cystéine, nous n'avons pas séparé les produits solubles du mu-
cus insoluble et 1'ensemble a été soumis & 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 est soumis a4 une réduction par le # 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 a
celle de l'albumine et qui sont uniquement révélés par le bleu de

N

Toluidine, une fraction de mobilité analogue a la sérum -albumine
uniquement révélée par l'amidoschwarz et un mélange de constitu-
ants de mobilité alpha et béta révélés par l'amidoschwarz, le réac -

tif de Schiff aprés oxydation periodique et faiblement par le bleu de
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Toluidine (fig, 7).

L.e pool de mucus réduit est fractionné sur une co-
lonne d'Ecteola-cellulose mais a la différence des premiers lavé—
ges, la colonne est ¢luée d'abord par des solutions de chlorure de
sodium 0,1 M puis de chlorure de sodium (0,1 M contenant de l'aci-
de chlorhydrique 0,01 M et finalement par un gradient continu de
chlorure de sodium de 0,1 M a 0,7 M. contenant de 1'acide chlorhy-
drique 0,01 M, On peut ainsi séparer quatre fractions (fig, 8), Les
constituants élués par le gradient de chlorure de sodium forment sur
la courbe de dosage des oses combinés, un pic trés étalé qui est ar-
bitrairement découpé en 2 fractions F3 et F4 et dont la trainée n'est
pas retenue, Les quatre fractions ainsi séparées sont dialysées et
lyophilisées (F1 =205 mg ; F2 =24 mg ; F3 = 22 mg ; F4 = 14 mg),

Chacune des 4 fractions est ensuite soumise a une

chromatographie sur colonne de Sepharose 4B (fig. 9).

50 mg de la fraction F1, 24 mg de la fraction F2,
22 mg de la fraction F3 et 14 mg de la fraction F4 sont soumis & une
chromatographie de gel filtration sur colonne de S¢pharose 4B dans

un tampon Tris 0,1 M, Na C10,2 M de pH 8,0 (fig. 9).

Les fractions F3 et F4 sont ainsi séparées en frac -~
tions de haut poids moléculaire exclues de la colonne, fractions com-
plétement retenues qui sont essentiellement protéiques et en fractions

glycoprotéiques absorbant trés peu 4 278 nm, F3 b et F4 b (tig, 9).

Dans les mémes conditions, 1'étude de chromatogra-
phie des fractions F1 et F2 démontre qu'elles ne contiennent pas de

mucines de taille moléculaire comparable i celles des fractions F3 b

ou F4 b (fig. 9).
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3) Etude électrophorétique des fractions F3bet F4 b :

En électrophorése en agarose, les fractions F3 b
et I'4 b sont bien colorées par le réactif de Schitf apreés oxydation
periodique, La fraction F3 b est trés faiblement colorée par l'amido-
schwarz, La fraction F4 b est mieux révélée par le bleu dé Toluidine
que la fraction F3 b (fig. 7).

IL.es mucines bronchiques obtenues & partir des li-

quides de lavage constituent donc une population de mucines acides,

4) Composition chimique des mucines F3 b el F4 b :

e e e e me e e G e o S Em e G G S A G M A Gm E An e Em e e e e e T e G = S e A em e e

Dans la composition chimique des mucines acides,
on retrouve tous les constituanis qui ont été préalablement identifiés
dans les mucines bronchiques isolées A partir d' expectorations de
malades atteints de bronchite chronique, notamment la richesse de la
partie polypeptidique en acides aminés hydroxylés (tableau XIII},

IL'examen de la composition glucidique (tableau XIII)
permet de faire les constations suivantes (tableau XIV) : si on admet
aussi pour les mucines bronchiques isolées par lavage chez des sujets
de groupe sanguin O, que tous les 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 chalnes glycanniques de ces
molécules, La valeur de ce rapport est de 4,5 pour la fraction F3 b
et de 5, 7 pour la fraction F4 b, On peut aussi remarquer qu'entre
les fractions ¥4 b et F3 b, il y a une évolution paralléle du nombre
de résidus de N-acétyl-galactosamine et du nombre de résidus d'aci-
des aminés hydroxylés,

En outre, dans les fractions F3 b et ¥4 b, le nom-
bre de résidus d'acide sialique est plus grand que celui des groupe -

ments sulfate (tableau XIII), Ceci se traduit dans la valeur du rapport
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TABLEAU XIII : Composition chimique des fractions glycoprotéiniques

F3betF4b
F3 b F4 b
R/I0OOR ;, | pmoles/g .| R/AAOGR .| p moles’/&
Asp(l) 2.69 53,2 3.22 55,9
Thr 27.70 548, 2 23.55 408, 5
Ser 18, 68 369.7 18, 69 324,2
Glu 3.91 77.4 4,32 75.0
Pro 14,84 293.6 12,52 3 G
Gly 6. 57 130.1 8. 65 150,1
Ala 8.28 163.8 8.16 141,5
Val 3.99 78.9 4,45 7,2
Cys -7tr tr tr tr
Met 0.77 15,2 1,09 18,9
Ile 2.13 42,1 2.15 37,3
Leu 2,31 45.8 2,84 49,3
Tyr 1.10 21,8 1.40 24,3
Phe 1,23 24.4 1,25 ) O
Lys 2.24 44,3 8 54,0
His 1,54 30.5 2,71 47,0
Arg 2,01 39.8 1,87 32,5
% gk i moles /g % j moles /g
Acides amit
nés 19,53 1978, 8 17,06 1734,5
Fuc 8.4 510 9.3 560
Gal 20,3 1130 20.8 1160
G Nac 11.9 540 14,2 640
Gal Nac 16.5 750 12,7 580
NANA 13.3 430 15,2 360
Sulfate 0.8 100 2.0 240

X
XX
XXX

= résultats exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus
résultats exprimés en micromoles par gramme de poids sec
résultats exprimés en pourcentage de poids sec

(his
wm‘.

(1) Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Beckman
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TABLEAU XIV : Caractéristiques des mucines F3 b et F4 b obtenues

a partir de lavages bronchiques,

F3b F4 b

Estimation de la longueur
moyenne des chafnes gly-
canniques 4,5 5,7
Acide N-acétyl-neuramini-
que / Sulfate 4,3 1;5
Acide N-acétyl-neuramini-
que + groupements sulfate
100 acides aminés 26,6 34,6
N -acétyl-galactosamine

100 acides aminés 7.1 33,4

—_—
/':cx.'w
(s
MW
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acide N -acétyl-neuraminique sur sulfate qui est cependant plus éle-

vé dans la fraction F'3 b que dans la fraction F4 b (tableau XIV),
D'autre part, la valeur du rapport N-acétyl-galac-

tosamine sur 100 acides aminés permet également d'avoir une esti-

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

Ces différentes constatations démontrent que les
mucines bronchiques obtenues chez 1'adulte par lavage bronchique,
dans des zones de l'arbre bronchique macroscopiquement saines,

représentent une population de molécules plus sialidées que sulfa-

tées et dont la longueur moyenne des chaines glycanniques pourrait

étre de 5 4 6 sucres,




CONCLUSIONS



avons poursuivi 1'étude, entreprise par DEGAND (1972), concernant les
mucines bronchiques sécrétées par les malades adultes souffrant de bron-
chite chronique, Nous avons aussi essayé de déterminer les propriétés

des mucines non pathologiques obtenues par lavages bronchiques de l'adult

I - Les mucines bronchiques ont été isolées i partir du mucus fibrillaire

Dans cette premiere partie de notre travail, nous

N

de malades atteints de bronchite chronique selon un protocole voisin
de celui qui a été décrit par DEGAND (1972) : réduction, chromatogra
phie d'échange ionique et chromatographie de gel filtration, Le rende-
ment en mucines purifiées est faible, I1 varie d'une sécrétion a l'au-
tre et représente de 1,7 4 10 % du mucus fibrillaire, On doit cepen-
dant rappeler que l'action des agents réducteurs ne permet d'obtenir
4 partir du mucus fibrillaire que de 45 & 69 % de constituants solu-
bles et adialysables,

Les différentes fractions de mucines présentent des caractéres aci-

des plus ou moins marqués et leur proportior respective varie

d'une sécrétion a 1'autre, On peut isoler bealicoup (WAS, .. et VAN, ..

peu (MAR, ..) ou presque pas de mucines de caractéres neutres

(BIA... et PRO,,.) ;: il en est de méme, des mucines acides trouvées




en grande quantité dans les sécrétions de 3 malades (MAR...,
BIA,... et PRO,..) et en faibles proportions dans les sécrétions

de WAS, .. et de VAN, .,

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

chroniqu urifié on doi abord remarquer mm &ja
te ch que purifiées, doit d'abord re quer co e 1'a dé

tées par 1'un des malades (MAR,,.) montre que si certaines frac-
tions de mucines apparaissent homogeénes, d'autres semblent conte -
nir au moins deux types moléculaires,l'un majeur et l'autre mineur,
L.es valeurs du coefficient de sédimentation trouvées pour les frac-
tions homogenes ou pour les pics majeurs s'échelonnent entre 38 et
10 s et sont voisines de celles qui ont été déterminées par CREETH
et KNIGHT (1967) pour des substances de groupe sanguin solubles
dans l'eay, isolées de kystes ovariens humains (10,9 S).

Le poids moléculaire des différentes classes de mucines du
malade MAR, .., varie entre 350 000 et 440 000 daltons, Il est infé-
rieur & celui qui a été trouvé par DONALD (1973) pour des substan-
ces douées d'activité de groupe sanguin isolées d'extraits phénoliques

de kystes ovariens,

nés des différentes fractions de mucines est faible (de 12 a 21 %),

Elle est tout & fait comparable & celle qui a déja été trouvée par
DEGAND (1972) et par HAVEZ et Coll, (1973), Les proportions de
THREONINE, de SERINE et de PROLINE sont élevées,

mais ne permet pas d'éliminer complétement 1'éventualité, défendue




par ROBERTS (1976), de ponts disulfure unissant les "monomeres"
des mucines bronchiques au sein du mucus fibrillaire, Cette éven-

tualité ne peut cependant €tre retenue pour les mucines bronchiques
purifiées & partir du mucus fibrillaire solubilisé par réduction sans
alkylation consécutive et qui n'ont pas non plus de tendance sponta-

née 3 la réagrégation,

en évidence plusieurs acides aminés en position C ~terminale : la
thréonine, le glycocolle et la sérine, On connait 1l'instabilité des
hydrazides de la sérine et du glycocolle en présence de traces d'eau
(SCHROEDER, 1972), mais nos expériences ont été réalisées en mi-
lieu anhydre,

La présence de trois acides aminés en position C-terminale
conduit & la notion de 1'hétérogénéité des chalnes polypeptidiques de
ces mucines mais on peut aussi formuler 1'hypothése que cette hété -
rogénéité résulte de la protéolyse endcbronchique plus ou moins

importante d'une chalne polypeptidique unique,

IV - La composition glucidigue des mucines bronchiques isolées est tout

4 fait comparable 4 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 la N-acétyl-glucosamine et suivant leur degré d'acidité, une quan-
tité plus ou moins importante d'acide N-acétyl-néuraminique ou de
groupements sulfate, L'examen de la composition glucidique des dif-

férentes mucines permet de faire certaines remargues :




a) La teneur en fucose est élevée dans les mucines douées d'activite
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de groupe sanguin A ou H (tableaux IV, a VIIb). I1 est faible dans

les mucines isolées chez un sujet non sécréteur (tableau Illp)

Il apparait donc que la dénomination "fucomucines" est parfois

impropre pour des mucines non retenues sur une colonne d'
Ecteola-cellulose, Les mucines obtenues sont plutét des muci-

nes "neutres",

nombre de résidus acides contenus dans une mucine (acide N-

acétyl-neuraminique et groupements sulfate) permet d'une part
de préparer les différentes classes de mucines & caractere
polyanionique différent (DEGAND, 1972) (HAVEZ et Coll,, 1973}

et, d'autre part, de proposer une classification pour les diffé -

rentes mucines,

- les mucines Al ou mucines neuvtres, ont une teneur faible en

résidus acides, Dans notre travail, nous avons appelé "muci-

nes neutres" les mucines qui ne sont pas retenues sur une

colonne d'Ecteola-cellulose équilibrée en chlorure de sodium

0,1 M.

- les autres mucines ont un caractére acide plus marqué, L'exa

men des tableaux de composition chimique (tableaux g VI )
et la valeur du rapport acide N-acétyl-neuraminique + sulfaie
sur 100 acides aminés (tableaux VIII & XI) montrent une aug-
mentation progressive du caractere acide des mucines Bb
aux mucines C2 b ou C3 b, D'autre part, dans chaque classe
de mucines, la valeur du rapport acide N-acétyl-neuramini-
que sur sulfate (tableaux VIII & XI) montre la prépondérance
d'un résidu sur l'autre, On remarque que le rapport diminue
des mucines Bb aux mucines C2 b cu C3 b, On passe progres-

sivement des sialomucines aux sulfomucines,




Les sialomucines correspondraient & des mucines ayant un

rapport acide N-acétyl-neuraminique sur sulfate supérieur

a 'unité, L.es sulfomucines correspondraient 4 des mucines

ayant un rapport inférieur a 'un.té, Mais dans les deux cas,

les sialomucines et les sulfomucines sont des molécules hy-
brides contenant & la fois des résidus d'acide N-acétyl-

neuraminique et des groupements sulfate,

c) I1 est également possible pour des mucines ne possédant pas d'ac-

tivité de groupe sanguin A de faire une "estimation de la lon-

gueur moyenne des chaihes glycanniques" en considérant que

tous les résidus de N-acétyl-galactosamine sont engagés dans
des liaisons O-glycosidiques avec des acides aminés hydroxy-
lés, threonine et serine, On trouve ainsi (tableaux VIII & X)
que :

- les mucines neutres ont une longueur moyenne de chaines

glycanniques élevée (5,7 & 8,5 résidus)

- les mucines sialidées ont une longueur moyenne de chdines

glycanniques faible (4,9 & 5, 6 résidus)

- les mucines sulfatées ont une longueur moyenne de chdines

glycanniques élevée (6,8 & 9, 6 résidus),
Dans cette classification, on remarque que les mucines Al
s'identifient aux mucines neutres et les mucines C2 b ouC3 b
aux mucines sulfatées, La distinction entre les mucines Bb
C1l b, et C2 b est plus délicate car si, généralement ce sont
les mucines C1 b qui sont les plus sialidées, on peut trouver
que, dans certaines expectorations (M/: ‘% ..) (tableau VIII),
la fraction la plus sialidée est la fracti'on Bb, Dans d'autres
sécrétions par contre, la mucine Bb se rapproche plutét des

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




d) L'estimation du "degré de glycosylation" par la détermination
du rapport N-acétyl-galactosamine sur 100 acides aminés
permet de différencier les mucines bronchiques douées d'ac-

tivité de groupe sanguin A en différentes catégories :

le cas du malade PRO, ., (C2 b) seraient les plus glycosylées
et pourraient comporter de 35,3 a 50, 6 chdlnes glycanniques
pour 100 acides aminés,

- les mucines Bb faiblement acides représentent une catégorie
de molécules intermédiaires entre les mucines Al et les mu-
cines C1 b, Toutefois, on doit remarquer que le degré de gly-
cosylation des mucines Bb du malade BIA,,. est supérieur 2 |
celui des mucines Al du méme malade, Peut-éire dans ce
cas, les mucines Al proviennent-elles de la désialidation en-
dobronchique des sialomucines C1 b,
gré de glycosylation compris entre celui des mucines neutres
et celui des mucines sialidées (de 29,3 a 35, 6 chaTnes pour

100 acides aminés),
L'étude des caracteres acides et la composition
chimique des mucines sécrétées par les malades adultes atteints de bron-

chite chronique ameéne & affiner LA CLASSIFICATION DES MUCINES,

- les mucines bronchiques neutres sont éluées de la colonne d'Ecteola

cellulose par du chlorure de sodium 0:1.-1\_/[. Elles ont des chal-
nes glycanniques relativement peu nombreuses (aux environs
de 30 chdalines pour 100 acides aminés) et comportent en moyen-

ne de 5,7 & 8, 5 résidus de sucres,




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

sur sulfate supérieur i 1'unité, Leurs chaines glycanniques
sont plus nombreuses (de 35 4 50 chaines pour 100 acides ami-

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

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

sur sulfate inférieur & 1'unité, L.eurs chaTnes glycanniques
sont en moyenne plus longues que celles des mucines sialidées
(de 6,8 4 9, 6 résidus de sucres) et leur nombre est un peu
plus grand que celui des mucines neutres mais plus faible que
celui des mucines sialidées (de 30 & 35 chalines pour 100 acides

aminés),

V - Nous avons aussi cherché a comparer les mucines isolées chez des

adultes souffrant de bronchite chronique a un témoin aussi proche
que possible de 1'état physiologique, Nous avons ainsi isolée et étu-

di¢ les mucines obtenues par des lavages bronchiques réalisés chez

des adultes dans des territoires bronchiques macroscopiquement

sains,

Les mucines ainsi isolées présentent une certaine diversité de
leurs caractéres 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 O, ces mucines sialidées ont
une longeur moyenne des chalnes glycanniques assez courte (au voi-
sinage de 5 résidus de sucres) et de 33 & 37 chaines glycanniques pour

100 acides aminés,
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Elles entrent ainsi parfaitement dans la classe des mucines

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

chite chronique,

VI - Si le matériel obtenu par lavage bronchique est bien un reflet fidele
de la sécrétion bronchique normale de 1l'adulte, la confrontation des
résultats obtenus dans les lavages de territoires bronchiques sains
et dans l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique

conduit & la notion que la sécrétion de mucines neutres ou principa-

lement sulfatées est, chez 1'adulte, un témoin de 1'atteinte bronchi-

que,




DEUXIEME PARTIE

ETUDE DES PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES DES MUCINES
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Les techniques de chromatographie sur colonne
d'Ecteola-cellulose ont permis au cours de la premiére partie de dis -
tinguer plusieurs classes de mucines,dans 1'expectoration de malades

atteints de bronchite chronique,

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons

eherché a affiner la définition des mucines bronchiques humaines en

étudiant leurs propriétés immunologiques,

Une étude préliminaire a montré que seules les mu-

cines bronchiques neutres semblent antigéniques pour le lapin (ROUSSEL

et Coll,, 1972), Nous avons repris cette étude en utilisant deux prépara-
tions de mucines bronchiques neutres obtenues en grande quantité (WAS, .,

et VAN, ,.).

L'obtention d'immunsérums "anti-mucines" devrait
nous permettre de vérifier si ce sont bien les mu-ines neutres qui sont
antigéniques pour le lapin ou bien des contaminants, Si les mucines neu-
trés sont antigéniques, on peut espérer définir le site antigénique res-
ponsable et les immunsérums obtenus pourraient aussi etre utilisés pour

préciser l'origine cellulaire des mucines bronchiques,




- 63 ~

ROUSSEL et Coll, (1972) avaient également sug-
géré que les mucines bronchiques humaines permettaient la stimulation
de formation d'anticorps pour les souillures qui les contaminaient, Nous
avons donc été amenés a rechercher ie pouvoir d'adjuvant immunitaire

des mucines bronchiques humaines,




RESULTATS
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I - ANTIGENICITE DES MUCINES BRONCHIQUES NEUTRES CHEZ
LE LAPIN :

L'étude de l'antigénicité des mucines neutres a,
dans un premier temps, été réalisée avec les fractions de mucines neu-
tres WAS,,, et VAN, ., préparées seulement par 3 étapes chromatogra -
phiques : Ecteola-cellulose, Sepharose 2B, Sepharose 6 B (voir partie
précédente, fig, 1), Les mucines S6 B ainsi obtenues sont douées d'ac -
tivité de groupe sanguin A et H ; elles sont homogénes en électrophore -

& pH 8,2 (fig, 10) et en ultracentrifugation ; elles ne sont pas révé-
lées par un immunsérum antiprotéines sériques humaines ; elles absor-
bent trés peu la lumiere ultraviolette & 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, 1972) et
une composition en acides aminés caractérisée par une grande richesse
en acides aminés hydroxylés et aussi par un taux élevé de proline, gly-
cocolle et alanine (tableaux XVII et XVIII), Par dansylation, on ne peut
metire en évidence qu'un seul acide aminé en position N-terminale :
l'arginine, L.es mucines S6 B apparafssant pures ont été utilisées pour

préparer des immunsérums chez le lapin,

B_- ETUDE DES IMMUNSERUMS PREPARES A PARTIR DES MUCI-

Des lapins ont été immunisés avec des mucines
bronchiques S6 B (WAS, ., ou VAN,,,)., Chaque lapin a recu par voie
intramusculaire une injection hebdomadaire de 5 mg de mucines pendant

un mois, puis une injection hebdomadaire de 10 mg de mucines pendant
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S6B Al Al T Al P

Fucose 14,1 16,5 15,7 16,2

Acide N-acétyl-neuramini-

que % - s -
Galactose 28,7 220 22,3 22,0
N-acétyl-glucosamine 18,9 22,2 22,0 22,2
N -acétyl-galactosamine 18,8 21,6 21,2 235
Acides aminés 15,0 14,9 14,4 11,6

Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids sec,

TABLEAU XVI : Composition chimique des fractions $6 B, Al et de la fraction Al aprés hydrolyse

par la trypsine (Al T) et par la pronase (Al P) (VAN. ..).

il i
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TABLEAU XVII : Composition en acides aminés des fractions S6 B,

Al, A2 et Al aprés hydrolyses par la trypsine Al T et par la

papaine, puis la pronase Al PP (WAS...).

Résultats exprimés en nombre de résidus par 100 résidus,

S6 B Al A2 Al T Al PP
Asp-® 2. 89 2,05 Ty 1,87 1,88
Thr 27,01 33, 58 12,53 32,00 32, 53
Ser 16,22 13,37 11,35 16,00 15, 53
Glu 4,57 3,81 9,32 3,45 4,05
Pro 9,58 9,00 6, 89 11, 68 11, 32
Gly 1,88 6,92 9, 66 6, 82 < i
Ala 9, 81 10,49 9, 09 10,05 10,22
Cys - - - - -
Val 4;10 3,94 6, 00 3,93 4, 35
Met - - 0,86 - o
Ile 2,186 2,36 3,27 2,18 2,23
Leu 4,91 4,73 7:, 35 4,55 4, 62
Tyr 1,06 traces 2,53 traces traces
Phe 2,21 .54 3. 10 1,30 traces
Lys 2,42 2,70 4,18 1, 66 1,50
His 2,68 2,94 2,05 2,22 2,20
Arg 2,87 2,97 4,01 % 41

2,35 @T
it
N

V4

L

° Composition en acides aminés déterminée sur autoanalyseur Technicon,
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TABLEAU XVIII : Composition en acides aminés des fractions S6 B,

Al et de la fraction Al apres hydrolyses par la tryp-
sine A1 T et par la pronase A1 P (VAN,..).

Les résultats sont exprimés en nombre de résidus pour 100 résidus,

S6 B Al Al T Al P
Asp ° 4,34 1,79 2,69 1,81
Thr 24, 81 32,09 29, 81 30, 61
Ser 15,75 15,23 15,91 16,87
Glu 6,74 4,18 4,66 3,63
Pro 10,23 12, 69 11, 62 11,32
Gly 1.0 6, 32 8,77 7,90
Ala 8,39 10,70 8, 61 10,24
Cys - - & -
Val 3,88 3,59 3, 63 3,85
Met - - - -
Ile 2,32 2,41 1. 83 2,20
Leu 4,93 4,23 3, 95 4, 31
Tyr 1,59 traces traces traces
Phe s S traces G 1,24
Lys 2,61 1,69 ' 1 0a 1,60

Birs

His 2,15 2,35 2,18 2,31 @
Arg 3,48 2,74 3,33 2,11

° Composition en acides aminés déterminée par autoanalyseur Technicon |
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le second mois,

La qualité des immunsérums obtenus a été étudiée
en effectuant des immuncélectrophoréses avec d'une part, du mucus
bronchique réduit, et d'autre part, les muc.nes S6 B ayant servi pour

les immunisations,

1) Constituants révélés dans le mucus bronchique réduit :

= e mn em e m mm mm e A e e e D e e e mR A e R M et e R L A e m e ey Em o m - T e e g e e e tm Ve e m e e

Quand le mucus bronchique réduit WAS, .. est étu-
dié, en immunoélectrophorése a l'aide de l'immunsérum anti-
mucines S6 B (WAS,..), on met en évidence 4 arcs de précipita-
tion (fig, 10),

- un arc a une mobilité électrophorétique identique a celle de la
sérum -albumine ;

- un second a une mobilité g 1-globu1inique ;

- les deux derniers arcs se situent dans la zone S 5 et y globulinique,

Ces résultats sont surprenants si on considére que
les préparations de mucines S6 B, utilis¢es pour immuniser les la-
pins réunissent un certain nombre de critéres de pureté,

Cependant, la mobilité et la forme des arcs déce-
1és par l'immunsérum anti-mucines S6 B (WAS. ..) dans le mucus
réduit rappelent celles de certains déterminants antigéniques habi-
tuels de la sécrétion bronchique,

Pour identifier les composants révélés par cet im-
munsérum, des études immunologiques sont entreprises a l'aide
de sérum humain, d'immunoglobulines A de lait, de chaines légéres
K et A, de lacto-transferrine et de sérum albumine, L'immunsérum
anti-mucines S6 B (WAS, ,.) réagit avec la sé;um—albumine, les
chalnes légéres des immunoglobulines, les immunoglobulines A du

lait et la lactotransferrine,
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2) Pluralité des déterminants antigéniques révélés dans les

Les immunoélectrophoreses réalisées avec chacun des immunsé -
rums (anti-mucines S6 B (WAS...) ou anti-mucines S6 B (VAN,.))) et la
préparation de mucines correspondantes (mucines S6 B (WAS, ..) ou mu-
cines S6 B (VAN, . .)) mettent en évidence un arc de précipitation épais
et dont la mobilité correspond a celle des mucines S6 B (fig, 10), Cet
arc est bien révélé par l'amidoschwarz et par le réactiif de Schiff apres
oxydation periodique, Aprés épuisement avec du sérum humain, la frac-
tion d'immunoglobulines A de lait et la lactotransferrine, cet arc persis-

te,mais son intensité est plus faible,

b - Immunoélectrophoreése bidimensionnelle :

Lorsque 1l'immunoélectrophorése est réalisée en double dimension,
on remarque que l'immunsérum réveéle dans la fraction de mucines S6 B,
un arc correspondant 3 la sérum-albumine et quatre ou cinq arcs super-
posés,ayant la méme mobilité électrophorétique que la partie anodique
des mucines S6 B (fig, 11), Aprés épuisement, l'immunsérum ne réveéle

plus que deux arcs ayant la mobilité électrophorétique des mucines S6 R

(tig, 11),

Ainsi les immunsérums préparés i partir de mu-

cines bronchiques neutres S6 B apparemment pures, contiennent diffé-

rents types d'anticorps : certains sont dirigés contre des protéides souil-

lant les préparations de mucines, peut étre méme adsorbés sur ces pré-

parations (albumine, bronchotransferrine, immunoglobulines), d'autres

permettent de révéler deux antigénes pouvant correspondre aux mucines,

En tout état de cause, les mucines bronchiques
S6 B ne sont pas pures et pour vérifier leur antigénicité, une purification

de ces molécules s'impose,
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C_- PURIFICATION DES MUCINES BRONCHIQUES NEUTRES S6 B :

Les mucines neutres S6 B (WAS.,.. ou VAN, ..)

ont ét¢é purifi¢es par une étape chromatographique sur colonne de

Carboxy-méthyl-cellulose qui a été décrite dans la premiére partie

(fig. 1). On peut ainsi séparer une fraction majeure appelée mucine Al,

d'une fraction mineure A2, éluée plus tardivement de la colonne, l.es

fractions A2 (WAS,.. et VAN, ,.) représentent respectivement 1,4 %

et 1,7 % des fractions majeures correspondantes Al (WAS,,. et VAN, ..)
Les fractions Al et A2 ont une mobilité électro-

phorétique identique en agarose a pH 8,2 (LHERMITTE, 1972)., La frac-

tion A2 est plus fortement colorée par l'amidoschwarz, mais moins for-

tement par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique que les muci-

nes Al,

D - CARACTERISTIQUES DES FRACTIONS Al et A2

Les mucines 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 facon plus précise (ta-
bleau XIX), En outre, ces mucines sont dépourvues d'activité I.°

L.es compositions chimiques réalisées sur les mu-
cines S6 B et Al font apparai‘tré une grande analogie (tableaux XV
a4 XVIII), Les mucines Al ont un taux de glucides plus élevé et sont
un peu plus riches en acides aminés hydroxylés,

En ultracentrifugation, les fractions Al (WAS, ..
et VAN, ,.) sont homogénes et possédent des constantes de sédimen-
tation S"20 w 9,7 s (WAS..,.) et S"20 w =10,5s (VAN,,.). La mas-
se moléculaire de la mucine Al (VAN,,.) déterminée par équilibre

de sédimentation est égale 4 350 000 (+ 15 %) daltons,

° L'activité de groupe sanguin I a été déterminée par le Professeur Y,

DELMAS-MARSALET,



e

TABLEAU XIX :

Activité de groupe sanguin des mucines bronchiques

neutres avant et aprés hydrolyse (VAN,,,).

Les résultats sont exprimés en quantité minimale de mucines
(microgrammes) donnant une inhibition complete de deux doses
agglutinantes (WATKINS et MORGAN, 1962)

(Ctf, appendice technique),

anti A anti H

mucines neutres Al 0,12 31

mucines neutres apres hy-
drolyse trypsique A1 T 0,12 31

mucines neutres aprés hy-
drolyse trypsique et prona-
sique A1 P 0,12 31




2) Fraction A2 :

Cette fraction est obtenue en trés faible quantité
et sa composition en acides aminés est différente de celle des mu-
cines Al ; la proportion d'acides aminés dicarboxyliques est plus
importante (tableau XVII), Aprés dansylation, on révele les dérivés
correspondants § 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 S6 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 A PARTIR DES MU -

Des essais d'immunisation chez le lapin ont été
réalisés a 1'aide d'injections intramusculaires hebdomadaires de dif-
férentes quantités de mucines Al (1 mg, 5 mg, 10 mg ou 20 mg), Les
immunisations les meilleures ont été obtenues avec des injections de
20 mg de mucines pendant 2 mois pour la fraction A1 (WAS, ..) et bmg

pendant 3 mois pour la fraction Al (VAN,..).

1) Révélation de protéides différents des mucines

En immunoélectrophorése, les immunsérums obte-
nus sont encore capables de révéler la sérum-albumine, la lacto-

transferrine et les immunoglobulines A,

2) Immunoélectrophorése bidimensionnelle des mucines Al :

Les immunoélectrophoréses réalisées avec les

immunsérums et les fractions de mucines correspondantes mettent
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en évidence deux arcs de précipitation qui ont la méme mobilité
électrophorétique dans la premiére dimension : 1'un est un arc bien
dessiné et 1'autre est un arc diffus (fig, 11),

Apreés saturation des immunsérums par du sérum
humain, de la lactotransferrine et des immunoglobulines A, il ne
reste qu'un arc bien révélé par le bleu coomassie (fig, 11) et lége-
rement par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique, Cet arc

semble bien correspondre aux mucines,

L'immunoélectrophorése bidimensionnelle de la
fraction Al (VAN,,.) réalisée avec l'immunsérum préparé i partir
de la fraction Al (WAS,,.), saturé par du sérum humain, de la lac-
totransferrine et des immunoglobulines A met en évidence un arc
de précipitation,

Ces résultats montrent qu'il existe au sein des mu- |
cines bronchiques neutres A1 (WAS,..) et Al (VAN,..) un détermi-

nant antigénique commun,

Les fractions Al (obtenues par purification des mu-
cines 56 B) sont antigéniques pour le lapin, Elles apparaissent moins
contaminées que les mucines S6 B par des protéides différents des
mucines puisqu'iln'y é plus qu'un arc diffus qui disparalt aprés épui-
sement des immunsérums par les protéines du sérum humain, les
immunoglobulines A et la lactotransferrine, Toutefois, ces conta-
minants doivent cependant encore se trouver a 1'état de traces dans

les fractions Al puisque les immunsérums préparés a partir de ces

fractions contiennent des anticorps dirigés contre ces contaminants,

On peut d'ailleurs se demander si les mucines

n'exercent pas un effet d'adjuvant immunitaire & 1'égard des traces

de protéines qui les contaminent,




- La purification des mucines S6 B qui possédaient
deux types d'antigénes persistants aprés épuisement des immunsé -
rums correspondants (fig,11) permet de les séparer en deux frac-
tions Al et A2, Les mucines Al ne possédent plus qu'un seul type
d'antigéne révélé par l'immunsérum anti-Al épuisé correspondant,
Le deuxieme déterminant antigénique des mucines S6 B a donc €té

éliminé au cours de la purification,

On peut rappeler a4 ce propos que TETTAMANTI
et PIGMAN (1968) ont décrit deux sortes de mucines sous -maxillai-
res, l'une majeure caractérisée par sa richesse en glucides et en
acides aminés hydroxylés, l'autre mineure caractérisée par une

teneur plus importante en acides aminés dicarboxyliques,

Les anticorps anti-mucines bronchiques Al obte-
nus chez le lapin ont ensuite été utilisés pour essayer de localiser
le déterminant antigénique de ces molécules au sein des cellules

de la muqueuse bronchique,

IT - LOCALISATION TISSULAIRE DU DETERMINANT ANTIGENIQUE
REVELE PAR L'IMMUNSERUM ANTI Al :

Cette étude a été réalisée sur des coupes de mu-
queuse bronchique humaine & 1'aide de 1'immunsérum anti-mucines bron-
chiques Al (WAS,..). Deux méthodes ont été utilisées : une méthode direc-
te ol l'immunsérum anti-Al a été couplé avec la fluorescéine et une mé-
thode indirecte dans laquelle les anticorps de lapin anti-Al ont été révé-
lés par des anticorps de mouton anti-globulines de lapin marqués par
la fluorescéine,

Avec ces deux méthodes, on observe une fluores-




cence des cellules muqueuses, tandis que les cellules calciformes ou

séreuses ne sont pas marquées, L.e marquage est surtout net a la pé-

riphérie des cellules, mais des éléments fluorescents sont aussi obser-
vés a l'intérieur des cellules essentiellement au pdle apical des cellu-
les muqueuses,

Par cette technique, il a donc €té possible de lo-

caliser le déterminant antigénique des mucines neutres dans les cellu-

les muqueuses de la muqueuse bronchique humaine,

III - ETUDE DU SITE ANTIGENIQUE DES MUCINES BRONCHIQUES
NEUTRES :

Une étude du site antigénique des mucines bronchi-
ques neutres doit s'attacher a préciser les composantes peptidique et glu-
cidique pouvant intervenir de fagon isolée ou combinée dans la structure

de ce site,

Dans la recherche d'une composante peptidique,
les mucines ont été soumises a l'action de différents enzymes, trypsine,

papaine et pronase,

1) Action de la trypsine :

L.es mucines bronchiques neutres Al (WAS,.. ou
VAN, ,.) hydrolysées par la trypsine sont soumises & une chroma-
tographie de gel filtration sur colonne de Sephadex G 100 dans 1l'aci-
de acétique 0,1 M (tig, 12), Une seule fraction A1 T, riche en glu-

cides combinés est exclue de la colonne, Une autre fraction, réagis-
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sant avec la ninhydrine est éluée plus tardivement {fig, 12), Aprés
lyophilisation, cette fraction ne se retrouve qu'a 1'état de traces,
En ¢lectrophorése en agarose a pH 8, 2, la frac-
tion A1 T a la méme migration que les mucines Al (fig, 13),
L'inhibition d'hémagglutination réalisée sur la
fraction A1 T (VAN,..) montre qu'elle a des activités de groupe
sanguin A et H analogues a celles de la fraction Al correspondante
(Al VAN,..) (tableau XIX), |
Les fractions Al T ont une composition chimique
analogue & celle des mucines Al (tableaux XV et XVI), Il en est de
meéme pour leur composition en acides aminés (tableaux XVII et
XVIII),
L'arginine est le seul acide aminé identifié en

position N -terminale,

L'étude des acides aminés obtenus aprés hydra-
zynolyse de la fraction A1 T (VAN,..) met en évidence de la lysine,
de la sérine et du glycocolle, Il n'y a pas de thréonine,

En ultracentrifugation, les fractions A1 T se présen
tent sous la forme de pic symétrique dont les coefficients de sédi-

mentation sont respectivement S° =10,3s (A1 T WAS...})et

S2Ow

niére fraction est M 20 w - 370 000 (i— 15 %),

20w
=10,8 s (A1 T VAN, ,.). Le poids moléculaire de cette der-

L'étude immunoélectrophorétique bidimensionnelle
réalisée avec les immunsérums anti-Al correspondants montre la

présence d'un arc (fig, 13), Le déterminant antigénique n'est donc

pas détruit par l'hydrolyse trypsique,

- e -

La fraction A1 T (WAS.,,) est hydrolysée par la
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mercuripapaine pendant 48 h a4 37°C puis par la pronase pendant
24 h a 37°C, L'hydrolysat est centrifugé et le surnageant obtenu
est précipité par de 1'éthanol absolu, Le précipité est alors remis
en solution et déposé sur la colonne de Sephadex G 100 équilibrée
et €éluée avec de l'acide acétique 0,1 M, On n'obtient qu'une seule
fraction glycopeptidique exclue de la colonne (Al PP),

La composition chimique de cette fraction est peu
différente des mucines Al (tableau XV). Le seul acide aminé retrou-
vé en position N-terminale est toujours l'arginine, Leur taille mo-~
léculaire ¢étudiée par ultracentrifugation n'est pas réduite (S"20 w
11,6 s).

L'étude immunoélectrophorétique bidimensionnelie
montre qu'il n'y a plus d'arc révélé par l'immunsérum anti-Al cor-

respondant, Le déterminant antigénique est donc détruit par actions

successives de la trypsine, de la papaine et de la pronacse,

3) Action de la pronase :

La fraction A1 T (VAN,..) est hydrolysée par la
pronase pendant 24 h a 37°C, La solution est lyophilisée et soumise
a une chromatographie sur colonne de Sephadex G 100 (fig, 12),

Une fraction glycopeptidique (Al P) est 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 électrophorése & pH 8,2, la fraction A1P est
homogeéne et a une mobilité identique aux mucines Al (VAN,..)
(tig. 13),

Cette fraction Al P a la méme activité de groupe
sanguin que les mucines Al (VAN,,,) et la méme composition glu-
cidique (tableaux XVI‘ et XIX), Sa composition en acides aminés est

légérement modifiée (tableau XVIII),
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Par contre, l'arginine est encore le seul acide aminé
identifiable en position N-terminale, alors que les acides aminés
persistants apres hydrazinolyse sont maintenant 1'alanine et la thré-

onine, avec la sérine et le glycocolle,

En ultracentrifugation, cette fraction se présente
sous la forme d'un pic légérement asymétrique dont la constante de
sédimentation S"20 W 11, 6 s, Son poids moléculaire est de
280 000 (+ 15 %).

L'étude immunoélectrophorétique en deux dimen-
sions effectuée avec l'immunsérum anti-Al (VAN,,.)ne permet plus
de révéler un arc de précipitation (fig, 13),

Le déterminant antigénique est donc détruit par

action successive de la trypsine et de la pronase,

La fraction A2 P est dessalée sur une colonne de
résine mixte AG 501 x 8 (Biorad) et lyophilisée, La composition
glucidique effectuée en chromatographie phase gazeuse sur les tra-
ces de matériel,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,

Les mucines Al sont soumises & une oxydation
periodique pendant 24 h & 4°C puis réduites par du borohydrure de
sodium pendant 16 h & 4°C, La solution est ensuite acidifiée jusqu'a
pH 5 et soumise & une chromatographie sur une colonne de G 100
dans l'acide acétique 0,1 M (fig, 12), Une fraction réagit avec 1'or-

cinol, elle est exclue de la colonne et lyophilisée, I.'étude immuno-
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¢lectrophorétique de cette fraction (A1 G O) en double dimension
montre qu 'elle n'est plus révélée par l'immunsérum anti Al corres-
pondant (fig, 13), |

L'oxydation periodique détruit donc le site anti-

génique des mucines Al,

IL.es mucines Al sont dissoutes dans du tampon
phosphate de sodium 0,075 M de pH 7, 0 et soumises a 1'action de
la galactose oxydase pendant 24 h a 37°C, Apreés addition de carbo-
nate de calcium, du brome est ajouté, Le mélange est gardé pen-
dant 24 h 4 température du laboratoire et & 1'obscurité, et le pré-
cipité formé est solubilisé par addition d'acide chlorhydrique 1 M,
Cette solution est ensuite lyophilisée et soumise & une chromato -
graphie sur une colonne de Sephadex G 100 dans l'acide acétique
0,1 M., Les mucines oxydées réagissant avec l'orcinol (AGIQ) sont
exclues de la colonne (fig, 12) et lyophilisées, Cette fraction est
homogéne en électrophorése a pH 8,2 mais sa mobilité est plus
anodique que celle de la fraction Al (fig, 13), Elle n'est plus révé-
lée par 1l'immunsérum anti-Al correspondant,

L'action de la galactose oxydase et du brome ne

permet plus de révéler le site antigénique des mucines Al par im-

munoélectrophorése,

Le déterminant antigénique contenu dans la fraction
Al pourrait eétre de nature glucidique puisqu'il est détruit par oxyda-
tion periodique ou par oxydation par la galactose oxydase et le brome,

Afin de voir s'il n'y avait pas identité entre le déterminant des muci-




nes bronchiques neutres et certains déterminants erythrocytaires
de groupe sanguin, l'immunsérum anti-Al (VAN, ,,) a été épuisé
avec des globules rouges humains A ou O, ou des globules rouges
de mouton,

Apreés immunoélectrophorese en double dimension
de la fraction Al avec les immunsérums antiAl épuisés par les dif-
férents types de globules, 1'arc est toujours présent,

I1n'y a donc pas dans cette fraction Al (VAN, ..)
de déterminant antigénique ayant la structure des antigénes de grou-

pe sanguin A, H ou de l'antigéne de Forssman,

L'importance de la partie peptidique de détermi-
nant antigénique des mucines bronchiques neutres a été étudiéesen
soumettant ces mucines soit a4 l'action successive de la trypsine,
de la papaine et de la pronase, soit & 1'action de la trypsine et de
la pronase,

La chromatographie de gel filiration de chaque hy- |
drolysat sur Sephadex G 100 a permis de séparer deux types de frac-
tions : les unes de masse moléculaire élevée sont exclues de la co-
lonne, les autres de poids moléculaire inférieur contiennent des
produits de protéolyse,

Le matériel exclu de la colonne A1 T, A1l PP et
Al P réagit avec 1'orcinol et renferme des glycopeptides ayant la
méme composition chimique et le méme acide aminé en position N~
terminale que les mucines Al, L'hydrazynolyse des mucines Al
(VAN, ., .) et des glycopeptides correspondants Al T et A1 P montre
que les trois fractions renferment du glycocolle et de la sérine, ce-
pendant on trouve de la thréonine dans la fraction Al, de la lysine
dans la fraction A1 T, de l'alanine et de la thréonine dans la frac-

tion A1 P, Les acides aminés C -terminaux identifiés dans les trois




fractions sont donc différents, IL.es glycopeptides A1 T et Al P sont
toujours doués d'activité de groupe sanguin, ce qui est en accord
avec les résultats obtenus avec une glycoprotéine de groupe sanguin
isol¢ de liquides de kyste ovarien (PUSZTAI ET MORGAN, 1961),
(DONALD, 1973).

La fraction de masse moléculaire plus faible con-
tient des traces de substances réagissant trés peu avec l'orcinol,
mais présentant une réactivité importante & la ninhydrine,

La trés faible différence entre les masses molé-
culaires des mucines Al et des glycopeptides Al T et A1l P, l'iden-
tité de 1'acide aminé N-terminal dans chaque fraction et la modifi-
cation de leur acide aminé C-terminal montre que les deux hydro-

lyses (irypsine et pronase) ont agi successivement sur un fragment

de la molécule situé dans la partie C-terminale, DONALD, (1973)

a montré que la digestion pronasique de plusieurs substances de
groupes sanguins isolées des liquides de kyste ovarien réduisait

la taille moléculaire de ces glycoprotéines en coupant la chaine pep-
tidique dans les zones ol elle n'est pas glycosylée, En gel filtration,
le matériel qui résistait au traitement enzymatique avait un profil
d'¢lution identique (DONALD, 1973), Cependant, la masse molécu-
laire de ces fractions était beaucoup plus élevée que celle des frac-
tions A1 T et Al P,

La légére augmentation du coefficient de sédimen -
tation des mucines bronchiques hydrolysées aprés action de la tryp-
sine (Al T) puis aprés action successive de la papaine et de la pro-

nase (A1 PP) ou de la pronase seule (Al P) montre que les hydrolyses
provoquent des modifications dans la conformation des mucines, en
leur conférant peut €tre une forme plus ramassée,

Le site antigénique desmucines n'est pas détruit

par la trypsine mais disparait apres action successive de la papaine




et la pronase ou de la pronase, il est donc constitué essentiellement
de séquences peptidiques,

Une relation entre le déterminant antigénique
et une activité de substances de groupe sanguin A ou H ou encore une
activité de type Forsrman ne peut etre retenue pour deux raisons :

a - les mucines Al et les glycopeptides ont la méme activité ]
de groupé sanguin A et H, ‘

b - les immunsérums saturés avec des globules rouges humains'
ou des globules rouges de mouton précipitent encore les

mucines A1,

Cependant, des résidus osidiques pouvaient
aussi entrer dans la constitution du site antigénique ; c'est pourquoi
les mucines ont été soumises soit & une oxydation periodique, soit a
une oxydation par la galactose oxydase et le brome, Les mucines
oxydées par l'acide periodigue ne sont plus capables de réagir avec
l'immunsérum, De méme, 1'action successive de la galactose oxy-
dase et du brome détruit la réactivité immunologique, suggérant que
des résidus de galactose et (ou) de N-acéfyl—galactosamine font par -

tie du déterminant antigénique,

Ces résultats semblent démontrer que les mu-
cines bronchiques neutres possédent un déterminant antigénique, situé
dans la partie C-terminale de 1'axe peptidique qui contient aussi des
glycannes,

On peut rappeler a ce propos que le détermi-
nant antigénique des mucines sous-maxillaires ovines désialidées
comprend a la fois le résidu de N-acétyl-galactosamine engagé dans
une liaison O-glycosyl avec un acide aminé hydroxylé et quelgues ré-
sidus d'acides aminés voisins du point de branchement (GOTT-

SCHALK et Coll,, 1971),

T
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Les résultats obtenus sur les mucines bronchiques
neutres d'activité H dans la premiére partie de notre travail mon-
trent que ces molécules comportent par rapport aux autres fractions
de mucines un nombre de chdlnes glycanniques plus restreint, En
supposant que les mucines bronchiques neutres possédaent une acti-
vité de groupe sanguin A, ont-elles aussi un degré de glycosylation
assez faible  Jes résultats de 1'étude immunologique permettraient
de soulever 1l'hypothése que les mucines neutres sont moins forte-
ment glycosylées du c6té C-terminal de la molécule qui est assez

facilement dégradé par les enzymes protéolytiques,

Toutefois, on ne peut complétement éliminer
1I'hypothése selon laquelle le déterminant antigénique serait situé
sur une partie de la molécule non dégradée par 1'action des enzy-
mes protéolytiques, mais dont la conformation serait bouleversée

par la protéolyse de la partie C-terminale des mucines,

IV - ROLE D'ADJUVANT IMMUNITAIRE DES MUCINES BRONCHIQUES
HUMAINES :

Lors de 1l'immunisation des lapins, soit avec les
préparations de mucines S6 B (WAS, ,.) soit avec les mucines Al (WAS, ..
ou Al (VAN, .. ) nous avons vu que le lapin était capable de synthétiser
des anticorps contre les mucines mais aussi qu'il était aussi capable de
fabriquer des anticorps dirigés contre les traces de protéides contz;mi~

nant les différentes préparations de mucines telles que la sérum-albumi-

ne, les immunoglobulines et la bronchotransferrine,

Les mucines pourraient peut-€ire jouer un rodle

d'adjuvant immunitaire pour ces contaminants, Pour vérifier cette hy-




thése, le ro6le d'adjuvant immunitaire des mucines a 1'égard des pro-

téines sériques a été recherché et comparé a celui de l'adjuvant com-

plet de Freund,

Deux groupes de lapins ont regu une mé&me quantiié
de sérum humain normal préalablement mélangé, soit avec 1'adjuvant de
Freund, soit avec des mucines bronchiques neutres Al (MAR, ..)isolées
a partir de l'expectoration d'un sujet de groupe sanguin H atteint de bron-
chite ‘chronique, Un troisiéme groupe servant de contréle n'a recu que

des mucines bronchiques A1 (MAR...).

Deux lapins (groupe I) ont recu chacun deux injec -
tions intramusculaires d'un mélange de 0, 5 ml d'adjuvant complet de
Freund et de 0,5 ml de sérum humain normal dialysé€, lyophilisé et re-
mis en solution dans 0,5 ml de solution de chlorure de sodium a 9 p,

1 000.

Trois lapins (groupe II) ont regu chacun deux in-
jections d'un mélange de 3 mg de mucines bronchiques et de 0, 5 mg de
sérum humain lyophilisé dissous dans 1 ml de chlorure de sodium &

9 p. 1000,

Deux lapins (groupe III) ont recu chacun deux in-
jections d'un mélange de 3 mg de mucines bronchiques dissous dans
0,5 ml de chlorure de sodium a 9 p, 1000 .

Les injections ont été séparées par un intervalle
de trois semaines et le sérum de chaque animal a été prélevé trois se-
maines apres la deuxieme injection,

Les immunsérums obtenus ont été étudiés en im-
munoélectrophorése bidimensionnelle en utilisant un rapport antigéne/
immunsérum identique (soit respectivement 10 & 20 microgrammes de
protéines du sérum pour 0,5 ou 1 ml d'immunsérum de lapin),

Les sérums prélevés chez les lapins de groupe III,
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qui n'ont regu que des mucines, n'ont pas permis de révéler la moindre
trace de protéines sériques humaines, On peut considérer que ces mu-
cines bronchiques sont pures,

Les immunsérums prélevés chez les lapins de
groupe I qui ont recu le mélange sérum humain-adjuvant de Freund
permettent de révéler la sérum-albumine et une fraction globulinique
de mobilité ¢ 2 (rig, 14),

Les immunsérums prélevés chez les trois lapins
du groupe II qui ont regu le mélange sérum humain-mucines bronchiques
permettent de révéler la sérum-albumine et 5 fractions globuliniques
(fig. 14). Avec le sérum de 1'un des lapins, le pic correspondant a 1'al-
bumine observé en immunoélectrophorése (fig. 14) est particuliérement
petit : ceci signifie que le titre des anticorps anti-albumine du sérum de

ce lapin est particuliérement élevé,

l.es mucines bronchiques humaines neutres possé -

dent & 1'égard de certaines protéines du sérum humain, un roéle d'adju-

N

vant immunitaire supérieur & celui de 1'adjuvant complet de Freund,
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En conclusion, cette étude de l'antigénicité
des mucines bronchiques humaines neutres a permis de mettre en évi-

dence plusieurs points,

I - Les mucines bronchiques humaines neutres sont difficiles a purifier :

En effet, en utilisant un protoccecle de fraction-
nement comportant successivement une chromatographie sur Ecteola-
cellulose, deux étapes chromatographiques sur Sepharose 2 B et 6 B,
puis une chromatographie sur carboxy-méthyl-cellulose, on obtient des

mucines neutres qui ont une composition chimique tres particuliére et

voisine de celle des substances de groupe sanguin dont elles posseédent

aussi 1'activité,

L.'électrophoréese en gélose, 1'ultracentrifuga-
tion, la détection d'un seul acide aminé N-terminal par dansylation sem-
blent indiquer la pureté de ces mucines, La détection de plusieurs acides
aminés aprés hydrazinolyse semble cependant indiquer une certaine hété-
rogénéité de ces molécules, En outre, si l'immunisation de lapins par les

mucines neutres démontre l'existence d'un site antigénique semblant bien




appartenir aux mucines, elle montre aussi que ces molécules sont encore
souillées par des traces de contaminants (albumine, bronchotransferrine,
immunoglobulines) dont la taille moléculaire est inférieure & celle des
mucines qui, théoriquement, avaient da etre éliminées lors de 1'étape
de gel filtration sur Sepharose 6B et qui sont peut &étre adsorbées sur les

mucines,

II - Le déterminant antigénique révélé par les immunsérums préparés

4 partir des mucines neutres est retrouvé dans les cellules muqueuses

bronchiques humaines normales :

Si on considére que les mucines bronchiques
neutres ne représentent pas une population de molécules normalement
sécrétées par une muqueuse bronchique saine, on peut se demander pcur-
quoi le site antigénique des mucines neutres est détecté dans les cellu-
les d'une muqueuse normale, Il est possible que les mucines neutres re-
présentent soit des produits de dégradation, soit plus vraisemblablement

des produits dont la synthése glycannique est incomplete,

IIT - Les faibles quantités d'immunsérums obtenus n'ont pas permis la

poursuite de notre étude sur l'antigénicité des mucines neutres,

En effet, 1'emploi de la chromatographie d'af-
finité, au moyen d'anticorps antimucines insolubilisés auraient peut-€ire
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

peptidigue située au niveau de l'extrémité C-terminale,

Il n'est pas détruit par la trypsine mais est

dégradé par l'action de la pronase, enzymes qui laissent intacte la partie
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N-terminale des mucines, Il faut remarquer que l'action de ces enzymes
protéolytiques entraine aussi une modification de la conformation des
mucines qui se traduit par une augmentation de la constante de sédimen -
tation,

Des glycannes interviennent sussi peut &ire dans
cette propriété puisque la destruction des glycannes par oxydation perio-
dique ou traitement par la galactose oxydase et le brome modifie 1'acti-

vité antigénique,

V - Les mucines bronchiques neutres jouent pour certaines protéines sé-

rigues humaines, un réle d'adjuvant irnmunitaire plus puissant que celui

de l'adjuvant complet de Freund,

On ne sait pas encore si les mucines acides possé-
dent aussi cette propriéte de stimulation immunitaire, Sitel était le cas,
les fonctions des mucines dans la défense de la muqueuse bronchique hu-
maine pourraient etre multiples (role de protection, stimulation des dé -

fenses immunitaires & 1'égard des protéines étrangéres),

On ne sait pas non plus si dans certaines bronchi-
tes chroniques, la présence dans la sécrétion bronchique de molécules
dont les chaines glycanniques sont dégradées sous l'influence des enzy-
mes bactériens, ou au contraire, incomplétement synthétisées, peut
étre 4 l'origine de désordres auto-immunitaires selon un mécanisme un

peu analogue & celui qui a été évoqué dans les cas de thyroidites chroni-

ques (HAUROWITZ, 1968).
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La classification des mucines brenchiques, pro-
posée a la fin de la premiére partie de ce travail montre, qu'en plus de
la diversité des céractéres d'acidité, les mucines neutres (Al) faible-
ment acides (Bb) et acides {(C1 b, C2 b et C3 b) pouvaient se différen-
cier les unes des autres par le nombre et la “longueur moyenne" de
leurs chaines glycanniques, Seules, les mucines Al sont antigéniques
chez le lapin et leur déterminant antigénique peut étre localisé dans les

glandes muqueuses de la muqueuse bronchique humaine,

L.'utilisation des lectines (BOYD et SHAPLEIGH,
1954a) nous est alors apparue opportune, En effet, les lectines, protéi-
nes et glycoprotéines isolées du régne végétal ou animal sont douées de
nombreuses propriétés (SHARON et LIS, 1972) ;(LIS et SHARON, 1973) ;
(NICOLSON, 1974 a), Elles agglutinent des cellules, érythrocytes ou
autres cellules animales, Certaines servent a typer les groupes sanguins
et permettent de réaliser des études structurales sur les substances de
groupe sanguin, D'autres lectines sont capables de différencier les cel-
lules normales des cellules tumorales, Quelques unes sont m&éme mito-
géniques, Toutes ces propriétés sont dues,au fait que les lectines sont

capables de réagir avec certaines structures glycanniques apparte-




nant & des glycoconjugués des membranes cellulaires (SHARON et LIS,
1972), L'emploi de la chromatographie d'affinité au moyen de lectines
insolubilisé¢es sur des gels a permis d'isoler des glycoprotéines, des

oligosaccharides et des polyssacharides,

De plus, au niveau tissulaire, il est possible de
mettre en évidence les interactions des lectines avec des structures
glycanniques, soit par microscopie optique, soit par microscopie élec-

tronique (BERNHARD et AVRAMEAS, 1971).

Nous avons entrepris une étude de 1'affinité de
huit lectines (lectines de ricin, de la cacahuéte, de soja, du germe de
blé, de la feve-Jack, du genét épineux et du lotier corniculé) pour les
éléments glucidiques entrant dans la structures des chalnes glycanni-
ques des mucines bronchiques, L'objectif de ce travail a été de préci-
ser l'affinité des différents types de mucines précédemment décrits

pour les lectines dont nous disposions,

Nous avons aussi été amenés i entreprendre la

purification des mucines bronchiques par chromatographie d'affinité,

IL.es résultats obtenus sur les mucines nous ont
ensuite incités & comparer 1'affinité des diftérentes lectines pour les

cellules de la muqueuse bronchique humaine normale,




RESULTATS
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I - DESCRIPTION DES LECTINES UTILISEES :

N

Cette lectine est préparée a partir des graines de
genét épineux (GORSE PHYTOHE MAGGLUTININ) selon la méthode
décrite par OSAWA et MATSUMOTO (1972) modifiée par 1'utilisation
d'une chromatographie d'affinité sur une colonne d'Epoxy-Sepharose

couplée & du fucose (VREBLAD, 1976).

L'hémagglutinine I isolée des graines de genét
épineux dont 1'extrait brut était déja utilisé par BOYD et SHAPLEIGH
en 1954 pour le diagnostic des sécréteurs et la détermination des
sous -groupes sanguins A et AB, a une spécifité pour le fucose (MAT -
SUMOTO et OSAWA, 1969) et peut donc étre utilisée pour la mise en

évidence de ce sucre au sein des glycoconjugués,

e e —— s o — i i e T T ————— o o oo e e —— — —— — — Ao e e e —n

La lectine du lotier corniculé (L fucose binding
Protéins) utilisée est une préparation commerciale (Miles Laboratories,

Kankakae, Illinois, 60901),

Cette lectine présente une spécifité pour les rési-
dus d'g, L-fucose (MORGAN et WATKINS, 1953) (SPRINGER et WILLIAM
SON, 1962) et réagit avec toutes les substances de groupe sanguin du sys-

téeme ABO (NAPIER et Coll, , 1974),

La mise en évidence de résidus de fucose peut donc
étre réalisée par 1'emploi de cette lectine (NEWMAN et KABAT, 1976h)
(PEREIRA et KABAT, 1976),

La lectine de germe de blée (WHEAT GERM AGGLU.

TININ ou WGA) a été préparée par chromatographie d'affinité sur une
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colonne de Sepharose -(§ —aminocaproyl)—}B. D.N. acétyl-glucosamino-
pyranosylamine selon la technique de ALLEN et Coll, (1973) et nous

a été aimablement fournie par le Docteur H, DEBRAY,

Cette lectine a la propriété de se lier 4 des siruc-
tures oligosaccharidiques contenant de la N-acétyl-glucosamine tels que
le chitobiose, ou le chitotriose (BURGER, 1969) ; (NAGATA et BURGER,
1972) ; (ALLEN et Coll,, 1973), Cependant, récemment GREENAWAY
et LEVINE (1973) ont montré que la lectine de germe de blé avait un site
de liaison pour une molécule de N-acétyl-glucosamine et un autre site

our l'acide N-acétyl-neuraminique,
g

La lectine du germe de blé peut donc eétre utilisée
pour la recherche de résidus de N-acétyl-glucosamine et d'acide N-acéty!

neuraminique appartenant a des structures glycanniques,

La lectine du soja (SOYA BEAN AGGLUTININ ou
S.B.A.) a été préparée par chromatographie d'affinité sur une colonne
de Sepharose N-(taminocaproyl)-BD galactopyranosylamine selon le pro-
tocole décrit par GORDON et Coll, (1972) et nous a été aimablement four-
nie par le Docteur H, DEBRAY,

La lectine du soja montre une spécifité pour des
molécules contenant des résidus de N-acétyl-galactosamine ou de galac-
tose en position terminale non réductrice (LIS et Coll,, 1970) ; (LIS et
SHARON, 1973). Elle peut donc étre utilisée pour la détection de tels

résidus dans les structures glycanniques,

|
|

|
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1) Préparation des lectines de Ricinus Communis :

Les lectines de Ricinus Communis ont été prépa-

rées selon le protocole décrit par TOMITA et Coll,, 1972) : frac-
tionnement au sulfate d'ammonium et chromatographie d'aftfinité

sur une colonne de Sepharose 4B,

2) Fractionnement des lectines de Ricinus Communis :

La fraction de lectines éluée de la colonne de
Sepharose 4B est alors soumise & une chromatographie de gel fil-
tration sur une colonne de Sephadex G 150 équilibrée et éluée par
un tampon phosphate de sodium 0,005 M, 0,1 M en chlorure de
sodium, de pH 7, 0 ; on sépare ainsi 3 fractions : une fraction F1,
exclue de la colonne et dépourvue dlactivité agglutinante pour les
globules rouges humains de groupe sanguin B et deux fractions F2

et F3,dont 1'élution est retar dée et qui sont capables d'agglutiner

les globules rouges B (fig, 15).

3) Propriétés des lectines obtenues :

les deux fractions F2 et F3 pg ‘présentent sous la forme de pics symé -
triques et les valeurs de la constante de sédimentation S"20 w sont res -
pectivement de 6,8 et 4,9 S,

b) Composition en acides aminés :

la composition en acides aminés des fractions F2 et FF3 est représentée
sur le tableau XX, Les deux fractions sont caractérisées par une riches-
se en acides aminés dicarboxyliques : acide aspartique et acide glutami-

que ainsi qu'en serine, glycocolle, alanine et threonine,
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F2 F2 b zfgluimi' RCA xx | F3 F3 b toxine x | RCA__xx

Asp® 10, 35 10.83 | 11.12 11, 88 - B 12, 04 12, 62 12.09
Thr 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 10. 07 8. 38 9.86 11,56 | 10.30 9. 63 9.81
Pro 5. 38 5.76 5. 41 5. 31 5.18 5, 54 5.48 4,91
Gly 8.27 8.07 6. 70 7.02 9.98 8.16 7,13 7. 01
Ala 7,76 6. 90 5. 52 6. 40 8. 01 7.99 7.55 7.38
1/2 Cys 1, 62 1.69 1,77 9.83 1,23 1,32 1,82 9. 81
Val. 6. 54 6. 68 5. 85 6. 12 5. 65 5.95 5,21 5.59
Met 1,27 1,05 1,23 0. 66 1.08 0. 71 0.95 0.78
Tle 6. 46 6.95 7.23 6.70 5. 92 6. 62 6.95 6. 30
Leu 7. 61 8.56 8.13 8.23 7. 65 8,53 9,09 8. 45
Tyr 3,00 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 1.59 1,52 1. 68 i1 1,28 1,33 3,26 0.99
Arg 5. 09 6. 00 7.14 5. 31 5. 49 6. 40 6.10 6.25
Trp N. D. N.D. 1.74 N.D. N.D. N.D. 1.27 N.D

TABLEAU XX : Etude comparative de la composition en acides aminés des fractions F2, F2 b, F3 et F3 b et
des autres préparations de lectines de RICINUS COMMUNIS,

1”
| 5

\% Lesrésultats sont exprimés en nombre de résidus par 100 résidus

La composition en acides aminés a ¢té déterminée sur auto-analyseur Technicon,

x : GURTLER et HORSTMANN (1973)
xx : NICOLSON et Coll, (1974 b)
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c) détermination des acides aminés en position N-terminale :

- e e e Y e e e e mA e e S B ey G b e e S e e W R e e A B e T e M e A o M e e B e e e am e e e e e A

Aprés dansylation, on constate que la fraction F2 comporte plusieurs

acides aminés N-terminaux : glycocolle, serine, alanine et phénylala-
nine, tandis que la fraction F3 comporte deux acides N-terminaux ma-
jeurs : glycocolle et serine ainsi que des traces d'alanine, de phényl -

alanine, de proline et de leucine ou d'isoleucine,

4) Purification des lectines de Ricinus Communis :

-  me e e em G e e ER G e e e e ke e e M A e e e Em e e e am e = e v e e e e

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 et F3 sont soumises 4 une chromatographie sur une co-
lonne de Carboxyméthyl-cellulose équilibrée et éluée par un tampon acé -
tate de sodium 0,05 M de pH 5,5, ce qui permet d'éliminer pour chaque
fraction ¥2 et ¥3, une petite fraction non retenue sur la colonne et dé-
pourvue d'activité agglutinante (FF2 a et 3 a), L'élution de la colonne
par un gradient linéaire de chlorure de potassium de 0 4 0, 6 M dans le

meéme tampon permet d'éluer les fractions de lectines F2 b et F3 b (fig.

15).

b) propriétés des lectines purifiées :

L'étude électrophorétique des fractions de lectines ¥2 b et 3 b, en acé-
tate de cellulose a pH 8, 6 montre que les deux fractions sont bien révé-
lées par 1'amidoschwarz et légérement révélées par le réactif de Schiff
aprés oxydation periodique, que la fraction F2'b a une mobilité légere-
ment plus cathodique que la fraction F3 b et enfin, la fraction F3 b est 1é-

gerement contaminée par la fraction F2 b,
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En électrophorese sur gel de polyacrylamide, la fraction F3 b se présen-
te sous la forme d'une bande homogeéne révélée par le bleu Coomassie

et faiblement par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique, La frac-
tion ¥2 b apparalt sous la forme de plusieurs bandes : une partie de cet-
te fraction ne pénetre pas dans le gel et reste au point de dépot, Elle

est bien révélée par le bleu Coomassie et plus faiblement par le P LA, S,
On trouve ensuite deux bandes qui pénétrent dans le gel et qui sont bien
révélées par le bleu Coomassie et faiblement colorées par le P, A, S,

puis deux fines bandes mieux colorées par le P, A, S, que les deux pré-
cédentes et enfin, une bande possédant la méme mobilité que la fraction

F3 b,

- la composition en acides aminés des deux fractions F2 b et F3 b
(tableau XX) est sensiblement identique a celle des deux fractions F2 et
F3.

- la composition glucidique des deux fractions F2 b et F3 b (tableau
XXI) se caractérise par la présence de N-acétyl-glucosamine, de man-
nose et de fucose, On trouve aussi sur le chromatogramme des pics ayant
les mémes temps de rétention que ceux des méthyl-glycosides trimethyl-
silylés du xylose et du rhamnose, Il existe aussi un peu de glucose qui
provient peut-étre d'une contamination apparue lors de 1'étape chromato-

graphique sur carboxyméthyl-cellulose,

Par dansylation, on ne décéle dans chacune des deux fractions, que deux
acides aminés en position N-terminale : la serine et le glycocolle, Dans

les fractions F2 a et ¥'3 a,non retenues sur carboxyméthyl-cellulose, on




TABLEAU XXI :

Composition chimique des fractions F2b et F3 b

F2b F3b

Fucose 0,4 et
Mannose 3,9 3.2
Glucose 0,3 0,3
N-acétyl-glucosami-

ne : B | 0,9
"Rhamnose" 0,3 traces
"Xylose" 1,2 9.9
Acides Aminés 70, 6 TS

Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids sec,

IR
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trouve aprés dansylation et hydrolyse, de nombreux dansyl-amino-

acides correspondant & 1'acide aspartique, l'acide glutamique, la serine,
le glycocolle, la threonine, la phénylalanine et 1'alanine pour la fraction
F2 a et de 1'acide aspartique, 1'acide glutamique, la serine, le glycocolle,
la phénylalanine, 1l'alanine, la leucine, 1'isoleucine et la proline pour la

fraction F3 a,

- 1'étude des lectines de Ricinus Communis a été complétiée par une

réduction de chaque fraction de lectines F2 b et F3 b (1 mg) pendant
2 H a 37°C dans un millilitre de tampon phosphate de sodium 0,01 M de
pH 7,0 contenant 5 % de S, D, S, et 1 % de B-mercapto-éthanol et par 1'é -

tude électrophorétique en gel de polyacrylamide de 50 microlitres de cet-

&)

te solution,

o S0

b
i !
- dans la fraction F2 b, on met ainsi en évidence deux bandes I&i -

r v

cipales, la plus rapide bien révélée par le Bleu Coomassie et faiblement
colorée par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique, la plus lente
révélée par le Bleu Coomassie et par le réactif de Schiff ;il existe aussi
une bande mineure de mobilité intermédiaire,

- 1'électrophoreése de la fraction F3 b réduite ne met en évidence
que deux bandes, La plus rapide a la méme mobilité et les mémes carec-~
téres tinctoriaux que la bande la plus rapide de la fraction F2 b réduite,
La bande la plus lente est bien révélée par le Bleu Coomassie et le réac-
tif de Schiff et a une mobilité 1égérement inférieure a celle de la bande

intermédiaire de la fraction F2 b réduite,

5) Conclusion :

Deux fractions de lectines peuvent etre préparées

4 partir de Ricinus Communis par chromatographie d'affinité sur
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Sepharose 4 B puis chromatographie de gel perméation sur Sephadex
G 150 qui permet d'éliminer une petite fraction de haut poids molé-
culaire pratiquement dépourvue d'activité agglutinante a 1'égard des
globules rouges humains, Ces deux fractions F'2 et F'3 sont analogues
a la lectine RCAI (NICOLSON et Coll,, 1974 b) ou agglutinine (GUR-
TLER et HORSTMANN, 1973kt a la lectine RCA__ (NICOLSON, 1974 b)
ou toxine (GURTIER et HORSTMANN, 1973),

II

Ces deux fractions sont ensuite purifiées par chro-
matographie d'échange innique sur colonne de carboxyméthyl-
cellulose qui permet encore d'éliminer de petites fractions sans ac-
tivité agglutinante, Ces lectines purifiées F2 b et ¥3 b sont homo-~
genes en ultracentrifugation et ont respectivement des constantes

de sédimentation S"20 w de 6,8 pour F2 b et de 4, 9 pour F3 b,

FUNATSU et Coll, (1971 ¢) avaient irouvé une cons-
tante de sédimentation de 4, 64 pour la ricine D dépourvue d'activité
agglutinante (FUNATSU et Coll, 1971 a),

L.es compositions en acides aminés de ces deux
fractions sont voisines de celles qui ont été précédemment décrites
(NICOLSON et Coll, 1974 b) ; (GURTLER et HORSTMANN, 1973)
(FUNATSU et Coll, . 1971 a), Toutefois, elles different de la compo-
sition établie par NICOLSON et Coll, (1974 b) par une teneur plus
faible en cystéine et de toutes les compositions précédemment rap-
portées par une teneur plus élevée en serine et en glycocolle
(NICOLSON et Coll,, 1974 b) ; (GURTLER et HORSTMANN, 1973} ;
(FUNATSU et Coll,, 1971 b), Ceci est probablement da a la durée
de 1'hydrolyse chlorhydrique (8 h) utilisée pour la détermination de
ces deux acides aminés,

Les deux lectines purifiées F2 b et F3 b ne contien-
nent plus que deux acides aminés en position N-terminale : la serine

et le glycocolle, Il faut remarquer a ce propos que 1'étape de chro-
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matographie sur carboxyméthyl-cellulose permet d'éliminer une
petite fraction dépourvue d'activité hémagglutinante en meéme temps
que de nombreux acides aminés qui étaient révélés aprés dansyla-
tion et hydrolyse des fractions F2 et I3, Ces résultats différent de
ceux qui ont été déja rapportés pour l'agglutinine, dans laguelle on
a identifié 1'alanine et la threonine (GURTLER et HORSTMANN,
1973) ou la proline (WALDSCHMIDT~LEITZ et KELLER, 1970) et
pour la toxine dans laquelle on a trouvé l'alanine et l'isoleucine
(GURTLER et HORSTMANN, 1973) ; (FUNATSU et Coll,, 1971 b)

ou la proline (WALDSCHMIDT-LEITZ et KELLER, 1970). On doit
cependant, remarquer que les préparations précédemment étudiées
n'étaient pas obtenues par chromatographie d'affinité, On a par ail-
leurs,déja décrit pour les lectines de Ricin un processus d'auto-
lyse spontanée qui pourrait rendre compte de ces différences de grou-
pements N-terminaux (GURTLER et HORSTMANN, 1973),

La partie glucidique des lectines F2 b et F3 b se
caractérise d'abord par la présence de mannose, ce qui est en sc-
cord avec les résultats de PODDER et Coll, (1974), de N-acétyl-
glucosamine, de glucose, de fucose et peut-etre de xylose et de
rhamnose, Ces données confirment les premiéres constatations de
GURTLER et HORSTMANN (1973) qui avaient montré que les deux
fractions d'agglutinine et de toxine de Ricin étaient révélées par le
P.A.S.. Les lectines isolées de Ricin, comme la plupart des lecti-
nes sont des glycoprotéines (SHARON et LIS, 1972).

En ¢électrophorése sur acétate de cellulose, la frac-
tion F2 b correspondant & la forme de lectine la plus lourde apparait
plus acide que la fraction F3 b (LHERMITTE et Coll,, 1975),

L'électrophorese de la fraction F2 b dans un gel de
polyacrylamide & 13,4 % montre que cette fraction est hétérogene,

Elle se résoud en effet en une fraction qui ne pénétre pas bien dans le
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gel et en quatre bandes dont les deux plus rapides sont les mieux
révélées par le P A,S, (LHERMITTE et Coll,, 1975). Il faut d'ail-
leurs signaler que 1'électrophorése de la lectine RCA I étudiée par
NICOLSON et Coll, (1974 b) montrait déja la présence de quatre
bandes mineures dont la mobilité était intermédiaire entre celle de
la forme majeure de la lectine RCAI et celle de la lectine RCAH,

Aprés réduction, la fraction F3 b analogue 3 la

lectine RCAI ou toxine se sépare en deux bandes dont la plus lente

est la mieux Ic:olorée par le P, A,S. Ce résultat est en accord avec
les constatations de OLSNES et Coll,, (1974) qui ont trouvé un taux
de glucides de 6,5 % pour la chaine B la plus lente, responsable de
l'activité toxique €t de 2,4 % pour la chalne A la plus rapide, res-
ponsable de 1'affinité pour le galactose,

En électrophorese, en gel de polyacrylamide, la
fraction F2 b analogue a la lectine RCAI ou agglutinine se sépare,
aprés réduction, en deux bandes majeures et une bande intermédiai-
re, La bande,la plus lente est la mieux révélée par le P,A.S. Une
étude comparative des 3 chaines de la fraction F2 b et des deux chal-
nes de la fraction F3 b permet de les classer selon un ordre de mo-
bilité croissante : chaine lente de la fraction d'agglutinine, chaine
lente (B) de la toxine, chaine intermédiaire de la fraction d'aggluti-
nine et chaines rapides de la toxine et de l'agglutinine qui ont dans
les conditions utilisées, la méme mobilité, Ces résultats sont en
accord avec ceux de GURTLER et HORSTMANN (1973) mais diffe-
rent légérement de ceux de NICOLSON et Coll, (1974 b) qui ont trou-
vé que la chaine intermédiaire de RCAI et la chaine lourde de RCAH
avaient la méme taille moléculaire et de ceux de OLSNES et Coll,

(1974) qui considerent que les fractions lourdes de la toxine et de

1'agglutinine ont la méme taille moléculaire,
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Ces résultats donnent & penser que la lectine

F2 b, analogue a l'agglutinine ou a la lectine RCA | qui est considé -

rée comme formée de 4 chaines polypeptidiques (IEIICOLSON et
Coll,, 1974 b) dont deux auraient une affinité pour les membranes
(OLSNES et Coll,, 1974), présente une certaine hétérogénéité,

Cette hétérogénéité tient d'abord au fait qu'une
petite proportion des molécules de lectines RCAI contiennent au
moins une chaine dont la taille moléculaire est différente de celles
des deux autres chaines qui sont les chaines prépondérantes, Les
lectines du ricin peuvent subir un processus d'autolyse spontandée
(GURTLER et HORSTMANN, 1973). Cependant, toutes les opéra-
tions de fractionnement ont été effectuées a + 4°C ce qui est plus
en faveur de l'existence d'un troisiéme type de chdlne dans certai-
nes molécules de lectines RCAI que d'une dégradation spontanée de
1'une des deux autres formes,

En outre, la séparation de la fraction ¥2 b en plu-
sieurs bandes de mobilité différente en gel de polyacrylamide et
n'ayant pas toute la méme affinité pour le P, A, S, laisse supposer
que 1'hétérogénéité de cette fraction pourrait €¢tre au moins en par-
tie, d'origine glycannique,

Les discordances concernant la nature des acides
aminés N-terminaux et la mobilité électrophorétique des chalnes
obtenues apreés réduction des lectines pourraient entin suggérer qu'il
existe des différences dans les graines de Ricin utilisées par les dif-

férents auteurs,

F - LECTINE DE CACAHUETE (Arachis hypogea) :
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La lectine de cacahuéte (Peanut agglutinin) a été
préparée selon la technique décrite par LOTAN et coll, (1975). Elle

est spécifique de structures glycanniques renfermant des résidus




de galactose, LOTAN et Coll, (1975) ont toutefois montré qu'un dis - |
sacharide, comme le O,§ ,D, -galactosyl (1 # 3)-2 acetamido- ‘
t

2 -desoxy-galactose était plus spécifique que le dissacharide O, B, D,

galactosyl (1 ¥ 4)-2-acetamido-2-dexosy-~-glucose ce qui démontre

que la lectine reconnaft le résidu glucidique en position terminale

non réductrice, mais aussi ie sucre sub-terminal,

Ce site étendu de reconnaissance de la lectine
de cacahuete pour des structures contenant le dissacharide G, $ . D,
galactosyl (1 3 3) 2 acetamido-2 -desoxy-galactose a été confirmé
par 1l'emploi de molécules contenant ceite séquence dans des ex-
périences d'inhibition d'hémagglutination,

Ainsi 1'orosomucoide (JEAN L.LOZ, 1972} qui con-
tient des séquences dissacharidiques O, B ,D, galactosyls2 acetamido-
2-dexosy-glucose, mais pas de séquences O,f ,D, galactosyls
2-acetamido-2-dexosy -galactose est beaucoup moins inhibiteur que
la fetuine (SPIRO et BHOYROO, 1974) qui contient & la fois des sé-
quences O,f ,D, galactosyls2 acetamido-2-desoxy-glucose et O, #, D,
galactosyl (1 »3) 2 acetamido 2 desoxy-galactose, Les glycoprotéi-
nes qui ont le plus d'affinité pour la lectine de cacahuéte sont celles
qui contiennent seulement des séquences Gal s Gal Nac comme
l'antigéne T (SPRINGER et De SAI, 1974) ou la glycophorine (MAR -
CHESI et Coll,, 1972) dans laquelle l'acide sialique a été libéré par
hydrolyse enzymatique,

La lectine de cacahuete peut donc étre utilisée
pour la mise en évidence de résidus de galactose en position termi-

nale sur les structures glycanniques,

G - LECTINE DE LA FEVE - JACK (Canavalia Ensiformis) :

La lectine de la féve - Jack ou Concanavaline A

est obtenue par broyage des graines de féve - Jack, fractionnement zu




sulfate d'ammonium (entre 30 et 80 % de saturation) et chromatogra-
phie d'affinité sur colonne de Sephadex G 50, selon le protocole décrit
par AGRAWAL et GOLDSTEIN (1972). La Concanavaline A est ¢luée de
la colonne par une solution de glucose, Elle est ensuite débarassée du
glucose par dialyse contre de 1l'eau distillée et lyophilisée,

GOLDSTEIN et Coll, (1965 ) ; GOLDSTEIN et
SO (1965 ) ont montré que la Concanavaline A avait une affinité pour
les biopolymeres contenant des résidus d' & -D-glucose, d' & D-N-acé-
tylglucosamine, d's -D-mannose ou de P -D-fructose en position termi-
nale non réductrice. tels que le glycogene (SUMMER et HOWELL, 1936);
(CIFONELLI et Coll,, 1956), les dextrans (GOLDSTEIN et Coll,, 1965) ;
(GOLDSTEIN et Coll,, 1968), les & -mannanes (SUMMER et HOWELL,
1936) ; (SO et GOLDSTEIN, 1968), les fructanes (SO et GOLDSTEIN,
1969), les polysaccharides du pneumocoque (CIFONELLY et Coll,, 19686)
des immunoglobulines (LEON, 1967), des substances de groupe sanguin
(LLOYD et Coll,, 1969), (NEWMAN et KABAT, 1976a),d'autres lectines
(GOLDSTEIN et Coll,, 1969), des lipopolysaccharides (GOLDSTEIN et
STAUB, 1970), des acides teichoiques (REEDER et EKSTEDT, 1971),
des structures cellulaires bactériennes (TKACZ et Coll,, 1973) et anima-
le (INBAR et SACHS, 1969), (CLINE et LIVINGSTONE, 1971) (OZANNE
et SAMBROOCK, 1971),
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La lectine isolée de 1'hémolymphe d'un xiphosure :
la 'limule nous a été aimablement fournie par le Professeur M, MONSI-
GNY et Mme A, C, ROCHE,

Cette lectine présente une spécifité pour des struc-
tures glycanniques renfermant de 1'acide N-acétyl-neuraminique tels que
1'orosomucoide (ROCHE ét Coll,, 1975) et peut servir & mettre en éviden-

ce de tels résidus au sein de structures polysaccharidiques,




II - ETUDE DE L'AFFINITE DES LECTINES POUR TLES MUCINES
BRONCHIQUES HUMAINES :

Les lectines isolées du geneét épineux, du lotier,
du germe de blé, du soja, de la cacahuéte, du ricin et de la feve -Jack
ont été utilisées pour étudier les rnucines neutres (Al), légérement aci-
des (Bb) et acides (C1 b, C2 b et éventuellement C3 b), obtenues i par-
tir des sécrétions bronchiques individuelles (cf, premiére partie), Nous
avons aussi été amenés au cours de ce travail 4 utiliser des mucines

Cl b et C2 b désialidées (CASSIDY et Coll,, 1965),

La mise en évidence de 1'affinité des lectines pour
les diverses classes de mucines peut étre obtenue en utilisant différen-
tes techniques : 1'électrophorese bidimensionnelle ou affino-électrophoré-
se, la double diffusion dans un gel d'agarose, ou "affino-diffusion" et la

technique d'inhibition de 1'hémagglutination,

En raison des quantités importantes de matériel
utilisé, tant en lectines qu'en mucines, la mise en évidence de l'affinité
des lectines pour les mucines par affino-électrophorése n'a pu étre ef-
fectuée qu'avec la lectine RCAI du ricin et avec les fractions de mucines
du malade VAN, ,.. Par double diffusion dans un gel d'agarose ou affino-
diffusion, on a pu étudier 1'affinité de chaque lectine pour les différentes
fractions de mucines, Cette étude a ensuite été précisée par inhibition
de 1'hémagglutination, sauf pour les mucines du malade MAR, .. qui

étaient en trop faible quantité,

A - AFFINITE DE LA LECTINE I DU GENET EPINEUX POUR LES

1) En affino-diffusion, la lectine & fucose du genét épineux
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précipite toutes les fractions de mucines a 1l'exception des différen-
tes mucines isolées dans l'expectoration du malade MAR, ., (tableau
XXII ) (fig. 16). On remarque en outre, qu'aprés désialidation, on
obtient un arc plus épais avec la fraction C1 b du malade VAN, , .

(tig, 16).

2) Toutes les mucines des malades BIA,,., PRO..., WAS. ..
et VAN, .. sont capables d'inhiber 1'hémagglutination des globules
rouges humains O par la lectine de genét épineux, Les résultats
sont résumés dans le tableau XXIII, Ce test n'a pu, faute de maté-
riel, étre réalisé avec les mucines du malade MAR, .., sauf en
ce qui concerne la fraction Al qui,aune concentration de 3 mg par
ml, n'était pas capable d'inhiber l'agglutination des globules rouges O]
par la lectine,

Les résultats montrent qu' au sein de chaque sécré
tion, ce sont les mucines neutres (Al) ou faiblement acides (Bb) qui
ont le pouvoir d'inhi‘bition le plus élevé, Apreés désialidation, les mu-
cines C1 b et surtout C2 b du malade VAN, ,,, ont un pouvoir inhibi-
teur plus important (tableau XXIII),

La lectine & fucose du genét épineux a donc la pro-
priété de réagir avec les différentes mucines bronchiques humaines
Al, Bb, C1 b, C2 b, sauf avec celles du malade MAR, .. qui est un
sujet non sécréteur, On sait déja que cette lectine permet de diag-

nostiquer les sujets sécréteurs, (BOYD et SHAPLEIGH, 1954a),

B - AFFINITE DE LA LECTINE DU LOTIER CORNICULE POUR LES

MUCINES BRONCHIQUES HUMAINES :

1) En affino-diffusion, cette lectine précipite toutes les mucines

a l'exception des mucines C2 b des malades BIA, .. et PRO. ... L'arc de







Germe Ricin c
Malades | Mucines Geneét Lotier de Soja  [m--memm-mqemnmnemm 4 Caczhuéte 'olr;clan:-
blé RCA RCA YRS
¥ 11
Al 0 + 4 0 ++ ++ 0
Bb 0 + ++ 0 ++ ++ 0
MAR. .. Cib 0 % + 0 ey ++ 0
€2 0 p 0 0 + b 0
C3b 0 o+ 0 0 + ++ 0
Al ++ + ++ 4 ++ ++ + 0
Bb ++ ++ 4+ ++ ++ ++ + 0
BIA, .. :
C1b + ++ + + ++ ++ 0 0
€2b + 0 + 0 + ++ 0 0
Al ++ ++ ++ + ++ ++ ¥ 0
Bb +4 e+ ++ ++ ++ 4+ + 0
PRO: ., :
Clb + ++ ++ ++ 4+ ++ 0 (0]
G he st ok LA T + 0 ++ - 0 0
Al + + ++ ++ ++ ++ 4 0
Bb ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 0
WAS, ..
Clb ++ ++ ++ + ++ ++ - 0
C2b ++ s 0 0 + S 0 0
.............................................................. ﬂ-____--__-T--------.-------___ oy Ll e
Al ++ + ++ ++ ++ ++ < 0
Bb ++ ++ ++ + + ++ ++ 0
Cib + ++ 4 + 4 ++ - 0
VAN,,. }
IC1 b désiali 4 ++ ++ ++ + ++ ++ +—+ 0
dé
C2b +4+ ++ — + 0 + ++ 0 0
2 b g:smh it s T £ + e Pt 34 0

TABLEAU XXII : Affino-diffusion : Réaction de précipitation en gel d'agarose
des malades MAR,,,, BIA,,
me de blé, soja, ricin (RCAI et RCAII)’ de cacahuete, et de

s RO WIAST

et VAN,,.

Les résultats sont notés : ++ arc épais ; + arc fin ; 0 absence de précipitation

des mucines bronchiques humaines|
et des leciines de geneét, lotier, g4

la concanavaline A,
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TABLEAU XXIII : Etude de 1'affinité des lectines de genét, lotier, germe de blé, soja,

ricin

(RCAI

maines par inhibition de 1'hémagglutination,

ef RCAH) et de cacahuéte pour les mucines bronchiques hu-

malades| mucines | genét lotier | germe soja  |------ I-.I-CFIP —————— cacahu-
de blé RCAI RCAII ete

Al 225 225 1000 500 650 375 4500

Bb 250 225 1250 1000 650 375 5250

Bia,.. 1 €1b 300 275 1500 1250 700 400 >6000

C2b 300 >325 2000 (»3000 700 400 > 6000
——————————————————————————————————————————————————————————————————————————— -]

Al 200 225 1250 1250 700 375 5250

Bb 225 225 1500 1250 700 400 5500

PRO, . 3-Cl'b 275 250 1500 1500 800 400 > 6000

C2b 300 > 325 2500 73000 750 425 26000
_________________________________ B et sl o N r I punp [N ——

Al 250 250 1250 500 600 375 4750

Bb 250 250 1250 750 650 350 4750

wan, o.f G1b 250 225 2000 1250 650 400 5250

C2b 275 325 >3000 #3000 700 450 26000

Al 200 250 1000 500 650 350 4500

Bb 200 250 1000 500 700 350 5250

VAN...} €1b 250 275 1750 1000 750 400 5250

gl. hl .

désialidé| 225 275 1500 775 700 400 5000

C2b 275 325 2250 r‘BOOO 750 400  |>6000

dgszig)lidé 225 300 1750 1250 700 375 <0

{ aus
ok

Les résultats sont exprimés en nombre de g par ml, capables d'inhiber

1'hémagglutination,



bl O BN VAR

précipitation est plus fin avec les fractions neutres Al des malades
WAS, .. et VAN, ,. qui appartiennent au groupe sanguin A (tableau XXII )
(fig, 16).

2) Les mucines des malades BIA. .., PRO..., WAS,., et
VAN, .. sont capables d'inhiber 1'hé magglutination des globules rou-
ges humains O & des doses sensiblement identiques (tableau XXIII), En
outre, apres désialidation, la mucine C2 b du malade VAN, ., a un pou-
voir inhibiteur un peu plus élevé (tableau XXIiI), On doit aussi consta-
ter que les mucines neutres Al ou légérement acides (Bb) du malade
WAS., .. de groupe sanguin A, ont un pouvoir inhibiteur plus faible que

les mucines C1l b (tableau XXIII),

C - AFFINITE DE LA LECTINE DU GERME DE BLE POUR LES

1) La lectine du germe de blé est capable de précipiter toutes
les mucines a 1'exception des fractions C2 b et C3 b du malade MAR, ..,
et C2 b du malade WAS, ... L'intensité des arcs de précipitation est ce-
pendant plus faible avec les fractions acides C1 b et C2 b (tableau XXII )
(tig., 16). La désialidation des mucines C1 b et C2 b (malade VAN, ,.) ne

modifie pas l'arc de précipitation,

2) Par inhibition de 1'hémagglutination des globules rouges hu-~
mains A, on remarque que ce sont les mucines neutres (Al) ou faiblement
acides (Bb) qui ont le pouvoir inhibiteur le plus élevé, Celui des mucines
Cl1 b et C2 b est plus faible (tableau XXIII}, La désialidation des mucines
Cl b et C2 b du malade VAN, ., augmente assez sensiblement le pouvoir

inhibiteur (tableau XXIII),
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La lectine du germe de blé est donc capable de

réagir avec des mucines de caractéres d'acidité différents, mais ce
sont généralement les mucines neutres (A1) qui ont le plus grand pou-

voir d'inhibition de 1'hémagglutination,

Cette lectine a une affinité pour les résidus de
N-acétyl-glucosaminé et pour les résidus d'acide N -acétyl-neuraminique,
Nos résultats montrent que la lectine du germe de blé a plus d'affinité
pour les mucines pauvres en acide sialique que pour les mucines acides,
Ceci suggére que 1'affinité de cette lectine pour les mucines bronchiques
est essentiellement due & certains résidus de N-acétyl-glucosamine, Peut-
étre l'anomerie de la liaison de 1l'acide sialique ou la présence de grou-

pements sulfate réduisent la fixation de la lectine du germe de blé sur

les mucines les plus acides,

D - AFFINITE DE LA LECTINE DU SOJA POUR LES MUCINES

1) En affino-diffusion, la lectine du soja précipite les mucines
neutres (Al) et faiblement acides (Bb), plus faiblement les mucines aci-
des (C1 b) aussi bien des malades de groupe sanguin O (BIA,.. et PRO, ..
que des malades de groupe sanguin A ( WAS, .., et VAN, ..). Les mucines
acides C2 b ne sont jamais précipitées, On remarque qu'aprés désialida-
tion, la mucine C2 b du malade VAN, ,, réagit avec la lectine,

Aucune mucine du malade MAR. .., sujet non sécré

teur n'est précipitée (tableau XXII ) (fig, 186),

2) En inhibition de 1'hémagglutination, on remarque que ce sont
les fractions Al et Bb qui ont le pouvoir d'inhibition le plus élevé, les
mucines C1 b sont elles aussi inhibitrices, par contre, les mucines C2 b,

meéme & une concentration de 3 mg par ml n'inhibent jamais 1'hémaggluti-




nation, La désialidation de la mucine C2 b du malade VAN, .., permet

a cette mucine d'acquérir un pouvoir inhibiteur (tableau XXIIT)

Ce test d'inhibition de 1'hémagglutination des
globules rouges de lapin trypsinisés a également été effectué avec deux
fractions de mucines Al et Bb du malade MAR. ... Ces différentes mu-
cines du malade MAR, . ., & une concentration de 3 mg par ml, ne sont

pas capables d'inhiber 1'agglutination., Faute de matériel, cette étude n'a

pu étre effectuée avec les mucines Cl1 b, C2 b et C3 b du malade MAR, ,.

La lectine de soja dont la spécifité est due & la

présence en position terminale non réductrice de résidus de N-acétyl-
galactosamine ou de résidus d'g, ou ?-D-galactose dans des oligo-

saccharides ou des glycoprotéines réagit donc avec les mucines neutres

(A1), faiblement acides (Bb), et acides (C1 b) mais ne réagit pas avec

les mucines les plus acides C2 b isolées chez quatre malades (deux de

groupe sanguin O et deux de groupe sanguin A), Elle ne semble pas réa-

gir avec les mucines du malade MAR,.. non sécréteur,

E - AFFINITE DES LLECTINES DU RICIN POUR LLES MUCINES

a) 'affinité des mucines Al du malade VAN, .. a pu, d'abord etre mon-

trée par affino-électrophorése bidimensionnelle, I,'arc de précipitation

révélé par le bleu de Coomassie est trés épais, Au contraire, les muci-
nes Bb, C1 b et C2 b du méme malade sont difficilement précipitées,

On obtient avec la fraction Bb,un arc allongé et diffus, avec la fraction
Cl b, un arc allongé et treés diffus, La fraction C2 b n'est absolument

pas révélée,
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b) en double diffusion, dans un gel d'agarose, les différentes mucines
de chaque malade sont précipitées par la lectine RCAI (tableau XXII )
(tfig. 16), Cette fraction est donc capable de précipiter des mucines d'aci-

dité différente,

c) les différentes mucines Al, Bb, Cl b et C2 b ainsi que les mucines
Cl b et C2 b désialidées du malade VAN, ., sont capables d'inhiber 1'hé-
magglutination des globules rouges humains B, & des doses sensiblement

égales (tableau XXIIT),

La lectine RCAI présente donc une trés grande affinité pour les différen-
tes mucines, affinité qui ne semble pas {rés affectée par le caractére

acide des molécules C1 b et C2 b,

En affino-électrophorése bidimensionnelle, 1'obtention d'arc diffus avec
les fractions Bb, C1 b et 1'absence de réactivité des mucines C2 b avec
la lectine RCAI pourrait peut-€tre s'expliquer par le caractére acide

de ces molécules dont la migration de plus en plus anodique, empéche-

rait partiellement ou totalement la formation des complexes,

Avec cette lectine, on obtient des résultats identi-

ques aux résultats obtenus avec la lectine RCAI aussi bien en affino-

diffusion (fig, 16 ) (tableau XXII') qu'en inhibition de 1'hémagglutination

(tableau XXIII), La lectine RCAII présente donc aussi une trés grande

affinité pour chaque classe de mucines, affinité qui n'est pas affectée

par le caractére acide des molécules C1 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 DE LA LECTINE DE CACAHUETE POUR LES MUCI-
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1) La lectine de cacahuéte est capable de précipiter les muci-
nes neutres (Al) et faiblement acides (Bb) des malades BIA.,., PRO...,
WAS,.. et VAN, .., Elle précipite trés faiblement les mucines Cl b des
malades WAS,,, et VAN, ., qui sont de groupe sanguin A, Les fractions
C1 b des malades BIA.,, et PRO,., de groupe sanguin O, ainsi que tou-
tes les fractions C2 b ne sont jamais précipitées, On remarque toutefois,
que la désialidation des mucines C1 b et C2 b du malade VAN, ,, permet
d'obtenir un arc plﬁs épais (Cl1l b) ou permet 4 la mucine {C2 b) d'étre
précipitée par la lectine (tableau XXII ) (fig, 16). L'étude n'a pu, faute

de matériel, étre effectuée avec les mucines du malade MAR, ..

2) Les mucines neutres (A1) ont le pouvoir d'inhibition d'héma-
gglutination des globules rouges humains O désialidés le plus élevé, Les
‘mucines acides (C2 b) n'inhibent jamais 1'agglutination des glcbules rou-~
ges, Par contre, la fraction C2 b désialidée du malade VAN, .., ainegi
que les mucines faiblement acides (Bb) ou certaines mucines acides,
C1l 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 cacahuéte a une affinité pour les mucines les moins riches
en acide sialique (Al et Bb), pour les mucines acides Cl b et pour les

mucines les plus acides C2 b apres désialidation,

Chez les deux malades de groupe sanguin O (BIA, ..
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 1'affinité pour les mucines acides aprés désialidation,

Ces résultats suggérent que l'affinité de la lectine

N

pour les mucines bronchiques pourrait étre due & des résidus de galac-
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tose en position terminale non réductrice et que la présence de certains

résidus d'acide sialique diminue ou annihile cette atffinité,

G - AFFINITE DE LA LECTINE DE LA FEVE JACK ou CONCANA -

~Aucune des fractions de mucines étudiées n'est précipitée

en gel d'agarose par la concanavaline A (tableau XXII ) (fig, 15).
En raison de la non réactivité des mucines et de
la concanavaline A par affino-diffusion, le pouvoir d'inhibition de 1'hé-
magglutination des différentes mucines vis & vis de la concanavaline A

n'a pas été mesuré ,

CONCLUSION

L.'étude de 1'affinité des lectines pour les mucines
bronchiques humaines permet de préciser la définition des différentes
classes de mucines séparées par chromatographie d'échange ionique sur

colonne d'Ecteola-cellulose,

on doit distinguer les mucines du malade MAR, ,, qui ne possédent pas
d'activité de groupe sanguin A, B ou H, des mucines isolées chez les au-
tres malades qui possédent une activité de groupe sanguin A (WAS, .. et

VAN, ..)ou O (BIA,.. et PRO...).

'a) L.es mucines bronchiques Al et Bb du malade MAR, ., . réagissent_
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structures glycanniques contenant du fucose mais n'ayant pas d'ac-

N

tivité H. Peut-étre s'agit-il d'une structure analogue a l'antigéne L

dus de galactose en position terminale non réductrice, Cependant,
contrairement aux mucines des autres malades. on doit constater
tout d'abord que la spécificité des lectines de ricin et du soja sont
différentes,

On sait, d'autre part, que la différence entre les
mucines des malades sécréteurs et non sécréteurs correspond &
l'expression ou & l'absence d'expression d'une fucosyl-transfera-
se (WATKINS, 1972). Les résultats obtenus avec la lectine de soja
ne peuvent s'expliquer uniquement par l'absence d'expression de
cette fucosyl-transferase a moins que la conformation des mucines
non fucosylées des sujets non sécréteurs soit telle que les sites
pouvant théoriquement réagir avec la lectine de soja soient inac-

cessibles,

b) Les mucines bronchiques Al ou Bb, isolées chez les quatre ma-

lades BIA..., PRO,.., WAS, K et VAN,  ,k réagissent avec toutes

les lectines utilisées, i l'exception de la Concanavaline A :
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les mucines du malade MAR, ., pourraient indiquer la présence
dans les mucines des quatre autres malades de différentes struc-
tures glycanniques contenant du fucose, les unes ayant une activi-

té H, et les autres sans activité H, Elles réagissent aussi avec la

finité pour des structures contenant des résidus de galactose ou
de N-acétyl-galactosaimine en position terminale non réductrice,
L.e pouvoir d'inhibition de 1'hémagglutination des mucines douées
d'activité A n'est pas considérablement supérieur a celui des mu-
cines ne possédant qu'une activité H (tableau XXIII). Ceci ameéne
a penser que l'essentiel de 1'affinité des lectines de ricin et de so-

ja pourrait étre da a des structures glycanniques comportant du I

sociation dans 1'affinité des lectines de ricin et de soja pour les
mucines du malade non sécréteur MAR,,, permet de soulever PhyT

pothese que les différentes lectines de ricin, de soja et de cacahu-

Il existe une discordance entre nos résultats et

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 mucines qui ne possédent pas
d'activité A, B ou H ne réagissent pas, En outre, il a également
été moniré 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 struc-
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tures glycanniques peut-€tre incompléte pour lesquelles la lectine

de soja a une affinité,

C3 b, on doit distinguer trois groupes de mucines : celui des malades
de groupe sanguin O, celui des malades de groupe sanguin A et les mu-
cines isolées chez le malade MAR, .., qui ne possédent pas d'activité A,

B ou H,

a) Les mucines bronchiques C1 b et C2 b isolées chez les deux ma-

lades de groupe sanguin O (BIA,,. et PRO,,.) réagissent avec la

lectine de genét épineux, qui a unespécificité pour le fucose, Con-

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,

IL.es mucines bronchiques acides C1 b et C2 b réagissent avec les

lectines de ricin, La réaction avec la lectine de soja permet de

distinguer les mucines Cl b qui réagissent, les mucines C2 b quin

réagissent pas avec cette lectine, IL.es mucines Cl b et C2 b ne

réagissent pas avec la lectine de cacahuéte,

L'absence compléte de réaction avec la lectine de
cacahuéte peut s'expliquer par le fait que les mucines Cl1 bet 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 se fixer
que sur des structures glycanniques contenant du galactose et non

sialidées (LOTAN et Coll,, 1975). Les mucines Cl b et C2 b réa-

gissent avec la lectine de germe de blé qui a une affinité pour la

N-acétyl-glucosamine, Elles ne réagissent pas avec la Concanava-

line A,




b) Les mucines bronchiques Cl b et C2 b isolées chez les deux ma-

lades de groupe sanguin A (WAS,,, et VAN, ., ) réagissent avec

les deux lectines ayant une spécificité pour le fucose, c'est a dire,

la lectine de genét épineux et de lotier, La différence d'affinité

de la lectine de lotier pour les mucines C2 b isolées des sécré-
tions des malades de groupe sanguin O (BIA,.. et PRO,..)ou A
(WAS, .. et VAN, ,.) pourrait &tre liée a un taux plus faible en

acide sialique (tableaux IV , V , VI et VII), Les mucines C1 b et

C2 b réagissent avec les lectines de ricin mais différent par leur

réaction avec la lectine de soja puisque les mucines C2 b ne réa-

gissent pas avec celle-ci, Les mucines Cl1 b réagissent avec la

lectine de cacahuéte, 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 PRO,..) et des deux ma -

lades de groupe sanguin A (WAS... et VAN, ,.) peuvent s'expliquer
par leur contenu différent en acide sialique (tableaux IV , V, VI

et VII ), Les mucines Cl1 b et C2 b du malade VAN, 6 réagissent

avec la lectine de germe de blé, Les mucines Cl b du malade

WAS. .. réagissent également avec cette lectine, au contraire des
mucines C2 b, Mais on doit constater que les mucines C2 b du ma-
lade VAN, ., (tableau VII ) sont moins acides que les - mucines

C2 b du malade WAS. .. (tableau VI ), Les mucines Cl betC2 b

ne réagissent pas avec la Concanavaline A,

Apreés désialidation, on constate que le pouvoir
d'inhibition de 1'hémagglutination des mucines acides C1 b et C2 b
du malade VAN, ,, (tableau XXI1l! augmente, notamment, dans les
réactions avec les lectines & une spécificité pour le fucose : genét éj
neux et lotier, ILes réactions avec les lectines de soja et de caca-~
huéete montrent que les mucines Cl b désialidées ont un pouvoir

d'inhibition de 1'hémagglutination plus grand et que les mucines




C2 b désialidées acquiérent le pouvoir d'inhibition de 1'hémagglu-
tination, On peut donc penser que la désialidation de ces mucines
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 1'hémagglutination des muci-~
nes acides augmente également, dans la réaction avec la lectine
de germe de blé, On peut ainsi penser que la libération de 1'acide
N-acétyl-neuraminique a permis de découvrir des résidus de
N-acétyl-glucosamine, Cette réaction semble également indiquer
que la lectine de germe de blé présente une atfinité pour leg ré-
sidus de N-acétyl-glucosamine des mucines bronchiques et non pas

pour les résidus d'acide N-acétyl-neuraminique,

¢) Les mucines bronchiques Cl b, C2 b ou C3 b isolées chez le

malade MAR,,, réagissent avec la lectine de I.otier qui a une spé-

cificité pour le fucose, Ces mucines ne réagissent pas avec la lec-

tine de genét épineux, On retrouve donc le résultat obtenu avec

les mucines neutres (Al) et faiblement acides (Bb), confirmant
ainsi que la lectine de genét ¢épineux ne réagitpas avec les mucines

d'un sujet non sécréteur, lL.es mucines Cl b, C2 bet C3 b réagis-

sent avec les lectines de ricin, Contrairement aux mucines des

quatre autres malades, on constate 1'absence compléte de réac-

tion avec la lectine de soja, ce qui permet de bien individualiser

les mucines du malade MAR,,. sujet non sécréteur, De plus, les

mucines acides C1 b, C2 b et C3 b de ce malade réagissent diffé-

remment avec la lectine de germe de blé qui a une affinité pour

la mucine C1 b, mais ne réagit pas avec les mucines C2 b et
C3 b, On retrouve donc le résultat obtenu avec les mucines du

malade WAS, ,., de groupe sanguin A, dont les mucines les plus

|
|
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acides C2 b n'avaient pas d'affinité pour la lectine de germe de

blé, Les mucines Cl b, C2 b et C3 b ne réagissent pas non plus

avec la Concanavaline A,

d) L'absence de réactivité de certaines mucines acides, notamment
C2 b, dont on a montré que la désialidation permettait de démas ~
quer des structures spécifiques de lectines peut s'expliquer par

plusieurs phénoménes, En effet, il peut exister une répulsion en.

¢
|

tre les mucines acides et les lectines acides, Il a été montré que

la lectine de lotier (YARIV et Coll,, 1972) était acide, Il en est
de meéme de la lectine de soja (LIS et SHARON, 1972),

De plus, le nombre important de groupements sul-
fate portés par certaines mucines peut aussi intervenir dans cet-
te réaction, D'autre part, l'absence d'affinité des lectines pour les!
mucines peut étre liée 4 des phénomeénes d'encombrements stéri-

ques, Enfin, on ne peut éliminer la présence d'autres molécules

1.'¢tude de 1'affinité des lectines pour les différen -
tes mucines bronchiques de cing malades atteints de bronchite chronique
permet de distinguer les populations de molécules synthétisées par des
sujets sécréteurs de substances de groupe sanguin A, B ou H de celles

qui sont fabriguées par des sujets non sécréteurs, Cette distinction est

toutefois impossible pour les mucines les plus acides qui contiennent de

l'acide sialique et des groupements sulfate,




IIT - UTILISATION DE LA CHROMA TOGRAPHIE D'AFFINITE POUR
L'ETUDE DES GLYCOPROTEIDES BRONCHIQUES HUMAINS

L'étude de 1'affinité des différentes lectines pour

les mucines bronchiques a montré que les deux lectines de Ricinus com-

munis €taient capables de réagir avec toutes les fractions de mucines,
Dés lors, il semblait intéressant de rechercher, si dans la sécrétion bron
chique il existait d'une part, d'autres molécules que les mucines, et pos-
sédant une affinité pour les lectines, d'autre part, de voir si au sein
d'une population de mucines bronchiques, toutes les moléculés avaient

une affinité pour les lectines,

Les lectines de Ricin ont ainsi été utilisées pour
essayer de différencier par chromatographie d'affinité les différentes

molécules d'une sécrétion bronchique,

A_- FRACTIONNEMENT DU MUCUS REDUIT :

Le mucus bronchique fibrillaire d'un malade de
groupe sanguin A souffrant de bronchite chronique est réduit par le B
mercapto-€thanol, Le mucus ainsi solubilisé est soumis a une chromato-
graphie sur colonne de Sepharose 4B dans un tampon Tris 0,1 M, Na Cl
0,2 M de pH 8,0,

350 mg de mucus réduit sont ainsi séparés en
trois fractions, La fraction 1 (40 mg) correspond a des constituants ex-
clus de la colonne et donc de poids moléculaire trés élevé, La fraction 2
(94 mg) correspond a des constituants absorbant peu a4 278 nm 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 forte-
ment la lumiére ultra-violette a 278 nm (fig, 17), Trois chromatogra-

phies identiques ont été réalisées,
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En électrophorése en agarose a pH 8,2, la frac-
tion 1 ne péneétre pas dans le gel d'agarose ; la fraction 2 se présente
sous la forme d'une zone assez large révélée par le réactif de Schiff
aprés oxydation periodique, sa partie cathodique est faiblement révélée
par I'Amidoschwarz et sa partie anodique bien révélée par le bleu de

Toluidine (fig, 18), Cette fraction contient donc une population de muci-

nes d'acidité variable, Elle posséde une activité de groupe sanguin A et
renferme environ 70 % de glucides (tableauXXIV), Sa composition en aci-
des aminés montre qu'elle renferme une teneur importante en threcnine,
serine, proline, alanine et glycocolle (tableau XXV ),
L.'étude en double diffusion montre que les deux
préparations de lectines du Ricin réagissent avec cette fraction 2 (fig, 197},
La fraction 3 est plus hétérogéne et contient des
constituants ayant une migration électrophorétique identique a celle de
la sérum -albumine, des constituants migrant sur le versant anodique
du godet de dépodt, bien colorés par 1'Amidoschwarz et par le réactif
de Schiff aprés oxydation periodique, Elle contient aussi une fraction ce
.mobilité anodique supérieure a celle de 1l'albumine et bien révélée par
le Bleu de Toluidine (fig, 18), Cette fraction 3 contient un mélange com -
portant des protéines, des glycoprotéines et des constituants acides,

L'étude en double diffusion montre que les deux

préparations de lectines réagissent avec la fraction 3 (fig, 19),

B - PREPARATION DE LA COLONNE D'AFFINITE :

Les lectines de Ricinus communis, fixées sur du

Sephadex G 25 préalablement activé par du bromure de cyanogéne, peu-
vent ainsi etre utilisées en chromatographie d'affinité pour étudier les

molécules contenues dans les fractions 2 et 3,
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FIGURE 19 :

Itude en double diffusion dans un gel d'agarose de la lectine

RCAI de Ricinus Communis et des {ractions de mucus bronchique

I
(fractions 2 et 3 obtenues par chromatographie d'un mucus réduit

sur Sepharose 4B ; fractions 2a, 2b, 3h et 3c obtenues par chroma ~
tographie d'affinité des fractions 2 et 3 sur une colonne de lectines
de Ricin-Sephadex G25 ; fraction 2 ad correspondant i la fraction

2a apres une extraction lipidique),




TABLEAU XXIV : Composition chimique de la fraction 2 éluée de la

colonne de Sepharose 4B et des 2 fractions 2a et 2b éluées de

la colonne de Sephadex G 25 couplé avec les lectines du ricin,

2 2a 2b
Fucose 12,2 11,8 13,9
Galactose 20.5 17,3 22.2
N -acétyl-glucosami-
ne 165 14,9 170
N -acétyl-galactosa-
mine 10,2 9.0 12,2
Acide N -acétyl-neural-
minique 9,0 8,1 8.1
Sulfate 1.0 0,9 1,6
Acides aminés 15,00 15,06 15,30
Lipides 6,0 7,9 3.6

Les résultats sont exprimés en pourcentage de poids sec




TABLEAU XXV :

Composition en acides aminés de la fraction 2 éluée de la colonne

de Sepharose 4B et des fractions 2a et 2b éluées de la colonne de Sepha -

dex G25 couplé avec les lectines de Ricin,

Les résultats sont exprimés en nombre de résidus par 100 résidus,

2 2a 2b
Asp ° 4,20 4,87 4,78
Thr 25, 69 24,78 24, 81
Ser 15, 69 15, 96 16,71
Glu 5,87 5,36 5,49
Pro 10,10 9,38 9,87
Gly 555 8, 34 8,40
Ala 8,90 9, 52 9,40
Val 4,50 4,18 4,91
Ile 2,62 3,00 2, 54
Leu 4,86 3,90 3,88
Tyr 1,00 1,21 £ 13
‘Phe 1,86 2,38 1,64
Lys 2, 64 2, 51 2,16
His 1,80 1,65 1,37
Arg 327 2,94 2, 82

° composition en acides aminés déterminées sur auto-analyseur Technicon,




C - ETUDE DE LA FRACTION 2 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AF-

N

La chromatographie d'affinité réalisée & partir de
80 mg de la fractinn 2 permet d'obtenir une fraction 2a qui n'est pas
retenue sur la colonne et qui est éluée par 1l'eau distiliée (fig, 20),
ainsi qu'une deuxiéme fraction 2b éluée de la colonne par la solution
de chlorure de sodium 0,5 M contenant de 1'acide acétique 0,1 M
(fig. 20), Les deux fractions 2a et 2b sont dialysées et lyophilisées

(2a = 7 mg) (2b = 51 mg),

2) Etude des fractions obtenues :

IL.es 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 (fig, 19) que de la lectine RCA

II r
avec la fraction 2b tandis que la fraction 2a n'est pas précipitée par les

on obtient un arc de précipitation
lectines,

b - électrophoreése :

L'électrophorése en agarose des 2 fractions 2a et 2b montrent qu'elles
sont intensément révélées par le réactif de Schiff aprés oxydation perio-
- dique et faiblement par 1'Amidoschwarz, La révélation par le bleu de
Toluidine fait apparaitre une différence entre les deux fractions : 2a est
faiblement révélée et 2b est intensément révélée par le bleu de Toluidine

(fig. 18),
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¢ - composition chimique :

La composition glucidique des deux fractions montre qu'elles renferment
toutes les deux les mémes constituants (tableau XXIV)dans des rapports
molaires voisins, Toutefois, la fraction 2a renferme environ 62 %

de glucides.tandis que la fraction 2b en contient 76 %,
La composition en acides aminés des fractions 2a et 2b est caractérisée
par leur richesse en threonine, serine, glycocolle, alanine et proline

(tableau XXV ),

L.a 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 le chloroforme-méthanol (2-1 : v /v)

est de 7,9 % pour la fraction 2a et de 3,6 % pour la fraction 2b,

L'étude qualitative des lipides ainsi extraits est
réalisée par chromatographie sur couche mince, En utilisant le systéme
solvant chloroforme -méthanol-ammoniaque, on met en évidence dans cha-
cune des fractions, la présence de cardiolipides, céphalines, lecithines
et sphingomyelines, Par chromatographie avec le solvant ether de pétro-
le-éthanol-acide acétique, on démontre la présence de stérides, de tri-

glycérides, d'acides gras libres, de diglycérides et de monoglycérides,

L'étude en double diffusion de la fraction 2a préa-
lablement délipidée montre que cette fraction est précipitée par les

lectines de Ricinus communis (fig, 19),

En électrophorése, en agarose, cette fraction dé-

lipidée est plus fortement révélée par le bleu de Toluidine que la
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fraction non délipidée 2a,

D - ETUDE DE LA FRACTION 3 PAR CHROMATOGRAPHIE D'AF -

FINITE SUR COLONNE DE SEPHADEX G 25 COUPLE AUX LEC-

La fraction 3 éluée de la ceolonne de Sepharose 4B
est déposée sur la colonne de lectines insolubilisées sur du Sepha-
dex G 25, L'élution est conduite dans les mémes conditions que pré-
cédemment, On obtient ainsi une fraction non retenue sur la colonne
et éluée par 1'eaudistiliée 3a (21 mg) et deux fractions 3b (25 mg)
et 3c (2 mg) éluées de la colonne par la solution de chlorure de so-

dium 0,5 M contenant de 1'acide acétique 0,1 M (fig, 21),

2) Etude des fractions obtenues :

- m e am me mm e em e e e e em e = e

L'étude en double diffusion révéle que la fraction 3a n'est pas précipitée

par les lectines du Ricin alors que les fractions 3b et 3c le sont (fig, 19 ),

b - électrophorese :

L'électrophoreése en agarose a pH 8,2 montre que la fraction 3a renferme
des constituants essentiellement révélées par 1'amidoschwarz : 1'un a
une mobilité identique a celle de la sérum-albumine ; les autres ont une
mobilité B-globulinique et sont aussi faiblement révélés par le réactif
de Schiff aprés oxydation periodique (fig, 18),

L.es fractions 3b et 3c renferment des constituants
révélés par l'amidoschwafz et le réactif de Schiff aprés oxydation perio-

dique ainsi que des constituants ayant une migration plus anodique et ré -




vélés par le bleu de Toluidine (fig, 18),

3) Chromatographie de gel filtration de 1la fraction 3b :

La fraction 3b (25 mg) est déposée sur une colon-
ne de Sepharose 6B équilibrée dans un tampon Tris 0,1 M, Na Cl
0,2 M, de pH 8, 0. L'élution réalisée par le méme tampon a permis
d'obtenir 3 fractions 3b 1 (4 mg), 3b 2 (10 mg) et 3b 3 (2 mg) (fig. 21}

L'électrophorese a pH 8, 2 de chacune des 3 frac-
tions montre une zone plus ou moinsdiffuse révélée par 1l'amido -
chwarz et par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique, Dans
les fractions 3b 1 et 3b 2, on remarque des constituants révélés par

le bleu de Toluidine (Fig, 18),

4) Etude immuno-électrophorétique des fractions 3b 1, 3b 2, 3b 3

et 3c :

L'étude immuno-~électrophorétique a été réalisée
4 l'aide de différents immunsérums : antiprotéines sériques humai-
nes, antichained des immunoglobulines A, antilactotransferrine et
antid 1 -chymotrypsine, Elle a permis de montrer que la fraction 3b 1
ne contient qu'un arc révélé par l'immunsérum antiprotéines séri-
ques humaines et par I'immunsérum antichalnesd , La fraction 3b 2
contient deux arcs révélés par l'immunsérum antiprotéines sériques
humaines : 1'un est aussi révélé par l'immunsérum antichaines d
et l'autre par l'immunsérum anti al -antichymotrypsine, La fraction

3b 3 ne contient qu'un arc de mobilité B -globulinique révélé par

l'immunsérum antiprotéines sériques humaines et par 1'immunsérum
antilactotransferrine,

La fraction 3c n'a été obtenue qu'a 1'état de
traces et l'immuno-électrophorése réalisée avec l'immunsérum anti-

rotéines sériques humaines réveéle deux arcs ayant 1'un la mobilité
y
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des immuno-globulines et 1'autre celle de 11 -antichymotrypsine,

5) Discussion :

La chromatographie d'un mucus bronchique fibril-
laire réduit sur colonne de Sepharose 4B permet de séparer d'une
part, 1'ensemble des mucines ayant différents caractéres 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 broncho-transferrine (HAVEZ et Coll,, 1973).

Nous-avons démontré au chapitre précédent que
toutes les fractions de mucines, quelle que soit leur acidité, réa-
gissaient avec les lectines de ricin, Nous avons cherché & vérifier,
si, au sein de l'ensemble des mucines, toutes les molécules étaient

capables de réagir avec les lectines de ricin,

La chromatographie de 1l'ensemble des mucines

sur une colonne de lectines de ricin fixées sur du Sephadex G 25 permet

de les séparer en deux fractions :

- une fraction mineure non retenue sur la colonne, n'a apparem-
ment pas d'affinité pour les lectines de ricin, Cette fraction es-
sentiellement glycoprotéique contient cependant des lipides, IL'ex-
traction de ceux-ci par la méthode de FOLCH permet de démas-

quer l'affinité des glycoprotéines pour les lectines de ricin,

- la fraction majeure est retenue sur la colonne et correspond

4 des molécules ayant une affinité pour les lectines de ricin mais
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encore souillée par de plus faibles quantités de lipides, On
peut rappeler a ce propos que la sécrétion bronchique humaine

est tres riche en lipides (HAVEZ et Coll,, 1973).

Peut-etre y a-t-il dans les mucines des régions

hydrophobes pouvant se lier & des lipides dont 1'abondance sur certaines

molécules empeécherait la réactivité avec les lectines de ricin,

Ces expériences démontrent en outre, que la réac-

tivité d'une fraction avec des lectines ne signitie pas obligatoirement

que toutes les molécules contenues dans cetie fraction ont une affinité

pour les lectines

Nous nous proposons ultérieurement de vérifier
si des faits du méme genre peuvent eétre observés avec la lectine de ge-

neét épineux qui réagit avec toutes les mucines des sujets sécréteurs,

Nous avons ensuite utilisé la chromatographie d'af-

finité sur colonne de Sephadex G 25-lectines de ricin pour fractionner

les molécules contenues dans la fraction 3 du mucus réduit, Cetie expé -

rience démontre 1'affinité pour les lectines de ricin, de molécules com-
me la broncho-transferrine, 1'A 1-antichymotrypsine, ou les immuno-
globulines A, L'affinité de ce dernier type de molécules pour les lecti-

nes de ricin a d'ailleurs déja été constatée par HARBOE et Coll, (1975).

IV - ETUDE HISTOCHIMIQUE ET ETUDE DE L'AFFINITE DES LECTI-
NES POUR LA MUQUEUSE BRONCHIQUE HUMAINE "SAINE"

Les lectines qui présentent une affinité pour les

glycoprotéines présentes dans le mucus bronchique peuvent etre utilisées




- 132 -

pour essayer de localiser ces molécules dans la muqueuse bronchique

humaine "saine" et éventuellement pour connaitre leur lieu de synthése,

On sait, en effet, que la muqueuse bronchique hu-
maine comprend plusieurs types cellulaires impliqués dans la biosyn -

these de glycoconjugués bronchiques (RHODIN, 19686),

Au niveau de 1'épithélium de surface, en dehors

N

des cellules ciliées. on rencontre des cellules caliciformes a mucus

ouvertes (il y a en moyenne une cellule caliciforme pour cing cellules
ciliées), Les cellules caliciformes ont une forme trés allengée, le neyau

est rond ou légérement ovale et se trouve a la base de la cellule,

Par ailleurs, dans la sous-muqueuse sont locali-

sées des glandes tubulo-acineuses muqueuses, séreuses et mixtes,

N

Les acini muqueux sont constituées de cellules & noyau reni-

forme rejeté a la partie basale de la cellule ; d'autre part, il est

possible de localiser des boules de mucigénes au poéle apical,

~

Les glandes séreuses comprennent des cellules 4 noyau cen-

tral et arrondi,ou ovalaire, situé a 1'union du tiers inférieur et du
tiers moyen de la cellule; le cytoplasme contient de nombreuses

granulations le plus souvent concentrées dans la région apicale,

L.e mucus bronchique qui tapisse 1'épithélium bronchique

provient essentiellement des glandes de la sous-muqueuse et, pour

une part plus faible, des cellules caliciformes de 1'épithélium,

L.'étude de 1'affinité de la muqueuse bronchique hu-




maine a ¢té effectuée au moyen des lectines utilisées pour typer les
différentes mucines bronchiques et de la lectine de la limule (limuline)

qui a une spécifité a 1'égard des résidus d'acide sialique,

Au cours de la réalisation de ce travail, il est ap-
paru que la technique de fixation du tissu bronchique était une étape im-
portante, C'est pourquoi, dans un premier temps, nous avons été amenés i
a choisir le type de fixateur le plus favorable a 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 & 4 %, le mélange de Carnoy et

le mélange alcoolique de Bouin,

Des ¢études histochimiques et biochimiques ont en-
suite permis de préciser le type de fixateur le mieux adapté a notre étu-
de

1) Coloration de la muqueuse bronchique humaine par le réactif

S s e G me e M s e M G Em B om M G e G m A G s em M P A SR Gm e e e e mm A A B am e hm G e M e v S G em e e e M e e e W me e
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La mise en évidence des glycoconjugués au sein
des cellules de la muqueuse bronchique humaine est effectuée par
coloration des coupes au moyen du réactif de Schiff aprés oxydation
periodique, La nature acide de certaines de ces molécules est mise
en évidence par la coloration au bleu alcian a différents pH : 2,5 ; 1

et 0,2,




On remarque qu'aprés fixation par le mélange
q q

de Carnoy, la partie apicale des cellules caliciformes de 1'épithé-
lium bronchique et les cellules muqueuses des glandes localisées

dans la sous-muqueuse sont trés intensément révélées par le réac-

cellules séreuses est trés faiblement coloré (fig, 22), Les cellu-
les caliciformes et les cellules muqueuses sont trés bien révélées
meémes molécules sont faiblement colorées par le bleu alcian a pH
0,2, Les cellules séreuses ne sont que faiblement révélées par le
bleu alcian aux différents pH et la coloration est diffuse dans tout le

cytoplasme

Apreés fixation par le mélange alcoolique de Bouin,

avec une intensité égale, les cellules caliciformes et les cellules
muqueuses, Quant aux cellules séreuses, elles sont toujours fai-
ler les cellules caliciformes et muqueuses aux différents pH, mais
avec une intensité moindre qu'avec le fixateur de Carnoy,

Lorsque le tissu a été fixé dans la solution de for-

mol a 4 %, les colorations obtenues sont beaucoup moins intenses
que dans les deux cas précédents, Il.faut noter cependant, qu'a

pH 0,2, seules les cellules séreuses restent faiblement colorées,

En conclusion, 1'étude comparative de la fixation

de la muqueuse bronchique par trois fixateurs, résumée dans le tableau

XXVI , montre que les coupes fixées par le formol sont moins colorées
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TABLEAU XXVI :

Coloration de la muqueuse bronchique humaine macroscopique -

ment "saine" par le réactif de Schiff (P, A.S,) et le bleu Alcian &4 pH 2,5 ;

1et0,2,
E
Fixateurs Cellules P.A.S. BLEU ALCIAN
pH 2,5 | phl pH 0,2
Caliciformes +4+ ++++ +++ +
Carnoy Muqueuses bt | R S +
Séreuses ++ ++ + 4
Caliciformes -+ +4++ ++ ++
Bouin Muqueuses 4+ 4+ i b
alcoolique IR et 5 . <
Caliciformes +++ G o ++4+ 0
Formol Muqueuses 4+ F4+ RS
Séreuses iy + i 4

L'intensité de coloration observée est indiquée par :
++++ tres forte

=R forie

++ moyenne

+-. -iaible

0 absence de coloration

A g
gus

LR



par le P, A, S. que celles qui ont été fixées avec le carnoy ou le Bouin

alcoolique, Certains glycoconjugués, peut-£tre 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 3 étudier la solubilité,
dans ces trois fixateurs, de mucines préparées i partir d'expectorations

de malades atteints de bronchite chronique,

2) Solubilité des mucines :

5 mg de mucines C2 b (BIA,..) sont mis en sus-
pension dans 5 ml de chaque fixateur, Aprés agitation pendant quel-

ques secondes, on constate que les mucines placées dans la solution

de paraformaldehyde sont dissoutes, alors que dans le carnoy et le

Bouin alcoolique, il persiste un trouble,

Aprées 2 h de contact, la suspension de mucines

dans le carnoy est centrifugée : on peut ainsi récupérer un surna-

geant et un culot qui sont lyophilisés et pesés, A partiir du culatin-
soluble, on retrouve ainsi environ 5 mg de produit, Aprés évapora-
tion et lyophilisation du surnageant, on ne retrouve aucune trace de

matériel, Les mucines bronchiques sont donc insolubles dans le fi-

xateur de Carnoy.

Aprés 24 h de contact, la suspension de mucines,

dans le Bouin alcoolique est aussi centrifugée, On obtient un culot et

un surnageant, le culot est lyophilisé et pesé, On retrouve 3 mg de
produit, Le surnageant est neutralisé par de la soude 1 M, dialysé
contre de 1'eau distillée et lyophilisé, On retrouve environ 2 mg de
produit,

L.es mucines ont donc un coefficient de solubilité

différent dans chaque tixateur, Elles sont parfaitement solubles dans

le formol, partiellement solubles dans le Bouin alcoolique et comple -

tement insolubles dans le Carnoy, Ces résultats aménent & penser
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gue les différences d'intensité de coloration des coupes pourraient
s'expliquer par une extraction plus ou moins importante de certai-
nes molécules et en particulier, des glycoconjugués,

3) Etude électrophorétique de mucines en agarose & pH 8,2 avec

e e s ke e e e e e e s e e e e e em mm ma e e e e e e e 4 m e aa = e e e A mm e e e e T e en e e e

Les mucines acides (C2 b) de BIA, ., sont étudiées |
en électrophorese en agarose a 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 h, le
Bouin alcoolique pendant 24 h ou encore la solution de paraformal-
dehyde pendant 24 h,

La coloration des différentes lames par l'amido-
schwarz, le P, A, S, et le bleu de Toluidine montre que la révélation
des mucines par le P, A, S, et le bleu de Toluidine est plus intense
quand elles ont été fixées par le Carnoy (fig, 23), Avec ce fixeteur,
on révele beaucoup mieux la partie la plus anodique des mucines
qu'avec les fixateurs habituels,

Aprés fixation par le Bomin alcoolique, on révele
bien les mucines par le bleu de Toluidine, Par contre, la révélation
au P.A.S. est plus faible, (fig. 23). |

Apres fixation par la solution de paraformaldehyde
on n'observe plus qu'une faible coloration au P, A, S, et aucune colo-

ration par le bleu de Toluidine (fig, 23),

Cette expérience démontre que les mucines bronchi-
ques peuvent €tre extraites presque en totalité par la solution de para—‘

formaldehyde, partiellement par le Bouin alcoolique, Par conire, le

Carnoy semble étre le fixateur qui convient le mieux 4 la précipitation

des mucines,
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B - ETUDE DE LA MUQUEUSE BRONCHIQUE HUMAINE A L'AIDE

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 réaliser cette étude, chaque lectine a été
marquée avec de la peroxydase au moyen d'une solution de glutaral-
dehyde, Puis les coupes obtenues a partir des fragments de tissu bron-
chique normal 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 a la peroxydase, Au niveau des cellules de la muqueuse

bronchique, la présence de peroxydase est révélée par de l'eau oxygénée

en présence de diaminobenzidine,

1) Affinité de la lectine a fucose du genét épineux pour les cellu-

La lectine du geneét épineux se fixe électivement

au péle apical des cellules caliciformes et des cellules muqueuses

aussi bien aprés fixation par le Bouin alcoolique que par le mélange
de Carnoy (fig, 24) (tableau XXVII ), Le cytoplasme des cellules
séreuses n'est que trés faiblement marqué, Apreés utilisation de la
solution de paraformaldehyde, il n'est pas possible de révéler les
cellules caliciformes, muqueuses ou séreuses, Quelque soit la fi-
xation utilisée, le tissu conjonctif n'est jamais coloré, au contraire,
le tissu cartilagineux est toujours coloré,

Tout marquage disparait apres incubation de la
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Fixateurs Cellules Genet Lotier deGsll;me o e T Ricin - v oot cacahu- conc.a -| Limuli-
RCAT RCATT ete naxahne ne
i Caliciformes +4+ ++ 4+ 4+ bt ++++ 0 0 R
Muqueuses ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ + 0 0
| Carnoy Séreuses + ++ ++ + ++ +++ ++ bt bt
‘ Tissu conjonctif 0 + +F + g + + ++ 0
Tissu cartilagineux| + ++ ++ + ++ ++ + ++ 0
Caliciformes +t + +++ ++ ++ ++ 0 0
Muqueuses +++ +44 +++ i ++ ++ + 0
Bouin Alcoo- Séreuses + + ++ ++ + + Gt ot
lique
Tissu conjonctif 0 + ++ + + - + 4+
Tissu cartilagineux| + + ++ + + + + ++

TABLEAU XXVII :

Marquage des différents types cellulaires de la muqueuse bronchique humaine au moyen des lectines mar-

quées a la peroxydase,

L'intensité de coloration observée est noté : ++++ trés forte ; +++ forte ; ++ moyenne ; + faible ; 0 absence

de coloration

i o i
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solution de lectine en présence de fucose 0,2 M, De méme, l'addi-
tion d'un pool de mucines (fraction 2, tig, 17) inhibe l'interaction
entre les lectines et les cellules de la muqueuse bronchique, mais

n'inhibe pas la réaction avec le tissu cartilagineux,

2) Affinité de la lectine du lotier pour les cellules de la muqueu-

Apres fixation de la muqueuse bronchique par le

mélange de Carnoy, la solution de lectine du lotier couplée & la pe-

L'intensité de coloration varie aussi en fonction
des fixateurs (tableau XXVII ), Si elle est intense, apreés utilisation
du mélange de Carnoy, elle est moins marquée avec le Bouin Alcoc-
lique, Aprés fixation par la solution de paraformaldehyde aucun de

ces trois types cellulaires n'est coloré. Toutefois, quelque soit la

fixation, le fissu conjonctif est toujours légérement coloré, ainsi

que le tissu cartilagineux,

L'addition de fucose 0,2 M a la solution de lectine
avant 1l'incubation des coupes empéche la réaction de se produire :
aucune cellule n'est marquée, L'addition d'un pool de mucines (frac-

tion 2, fig, 17) donne un résultat sensiblement identique , mais le

cartilage reste coloré,
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Le cytoplasme de certaines cellules séreuses est faiblement coloré
tandis que dans d'autres cellules, il ne 1l'est pas, Le tissu conjonc-
tif est légérement marqué ainsi que le cartilage hyalin entourant les
chondrocytes (fig. 25), L'intensité de marquage de ces différentes
cellules est sensiblement identique, aprex fixation par le Carnoy
ou le Bouin Alcoolique (tableau XXVII ), Apres fixation du parafor-
maldehyde, aucun type cellulaire n'est mis en évidence,

L'addition de N-acétyl-glucosamine (0,2 M) a la
solution de lectine de germe de blé avant incubation des coupes
ne permet plus de révéler les cellules de la muqueuse bronchique,

Par contre, 1'addition d'un pool de mucines (frac-
tion 2, fig, 17) & la solution de lectine s'accompagne d'une dispari-
tion de la révélation des différents types cellulaires, sauf du tissu

cartilagineux,

4) Affinité de la lectine du soja pour les cellules de la muqueuse

B I T .

tion est beaucoup plus importante lorsque les tissus ont été fixés
par le Carnoy (fig, 25) (tableau XXVII ),

Les cellules séreuses sont trés faiblement colorées,
De plus, elles sont un peu mieux révélées aprés fixation par le Bouin
Alcoolique qu'aprés fixation par le Carnoy,

Apreés fixation par la solution de paraformaldehyde,
les cellules caliciformes, muqueuses ou séreuses ne sont jamais

colorées,
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L'addition de galactose (0,2 M) et de N-acétyl-
galactosamine (0,2 M) & la solution de lectine couplée a la pero-
xydase ne permet plus la révélation des cellules muqueuses et ca-
liciformes, ni des cellules du tissu conjonctif,

L'addition d'un pool de mucines (fraction 2, fig,
17) 4 la solution de lectine, s'accompagne également d'une dispa-
rition de la coloration des cellules muqueuses et caliciformes,

alors que le tissu cartilagineux est encore légérement teinté,

5) Affinité des lectines du ricin pour les cellules de la muqueuse

drocytes est tres bien mise en évidence, Il faut remarquer que l'intensi-
té de la coloration varie en fonction des fixateurs employés (tableau
XXVII) :

- intense apreés utilisation du mélange de Carnoy (fig, 26),

- moins marquée avec le Bouin Alcoolique,
Apres fixation par le paraformaldehyde, seules les cellules caliciformes,
les cellules muqueuses et le tissu cartilagineux sont trés faiblement co-

lorés,,







‘Les coupes incubées avec la solution de lectines
RCAI marquées & peroxydase et contenant le sucre inhibiteur (galac-
tose 0, 2 _1\_/[) présentent une légeére coloration de fond, La coloration des
cellules caliciformes, muqueuses, séreuses, ainsi que celle du cartila-
ge a disparu, L'addition d'un pool de mucines (fraction 2, fig, 17) a la
solution de lectine donne le méme résultat,excepté la persistance de la

coloration du cartilage,

b - RCA g

Avec la lectine RCAI les résultats obtenus sont identiques, Toutefcis,

I’ _______________________________

RCAI (tableau XXVII ) (fig, 27),

Les coupes incubées avec la solution de lectine RCAII marquée i la pe-
roxydase et contenant les sucres inhibiteurs (galactose 0,2 M ou N-
acétyl-galactosamine 0,2 M) présentent une légere coloration de fond,
La coloration des cellules caliciformes, muqueuses et séreuses, et aus-
si celle du cartilage a disparu, L'addition d'un pool de mucines (frac-

tion 2, fig, 17) & la solution de lectine donne un résultat identique :seule

la coloration du cartilage persiste,

6) Affinité de la lectine de cacahuéte pour les cellules de la mu-

fixées soit dans le Carnoy (fig, 28), soit dans le Bouin Alcoolique,
Quelque soit le fixateur, les cellules caliciformes ne sont pas mar-
quees, Par contre, les cellules muqueuses sont faiblement colorées,
Aprés fixation par la solution de paratormaldehyde, aucun de ces
types cellulaires n'est révélé, Quelque que soit la fixation utilisée,

les tissus conjonctif et cartilagineux sont toujours faiblement colo-
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rés (tableau XXVII),

L'addition de galactose (0,2 M) a la solution de
lectine permet d'éliminer totalement le marquage, L'addition d'un
pool de mucines (fraction 2, fig, 17) & la solution de lectine empé€-
che la révélation des différents types cellulaires (muqueux, et séreus

tandis que le tissu cartilagineux reste coloré,

7) Affinité de la lectine de la Feéve-Jack pour les cellules de la

L'addition préalable a la solution de lectine d'@d\
méthyl-mannopyranoside (0,2 M) empéche la révélation des cellu-

les séreuses du tissu conjonctif et du tissu cartilagineux,

8) Affinité de la lectine de limule (Limuline) pour les cellules

I.'emploi de la limuline couplée a la peroxydase

permet sur des coupes de la muqueuse bronchique fixées dans le
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qui sont souvent associées pour former les croissants de GIANUZZI,
Le marquage apparait sous la forme de petits granules situés soit

. au pble apical, soit dans tout le cytoplasme de la cellule, I.e noyau

Les coupes fixées dans le Bouin alcoolique et la
solution de paraformaldehyde n'ont pas été incubées avec cette lec-
tine,

I.'addition préalable d'acide N-acétyl-neuramini-
que (0,2 _IYI) a la solution de lectines avant 1'incubation des coupes
ne permet plus de révéler les différents types cellulaires,

L'absence de réactivité des cellules muqueuses
de la sous-muqueuse bronchique & la lectine de la limuline nous a
amené i utiliser 1'action d'une neuraminidase sur le tissu fixé dans
le Carnoy et a cdmparer des coupes de tissu colorées par la dou-

ble coloration bleu alcian-PAS avant et aprés action de cet enzyme

Sans action préalable de la neuraminidase, les cellules caliciformes

de 1'épithélium bronchique, les cellules muqueuses et séreuses sont
préférentiellement colorées en bleu, Apres 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 sur 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 la limuline,
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C - LOCALISATION DE LA BRONCHO-TRANSFERRINE

Par chromatographie d'affinité, réalisée avec

les lectines de Ricinus communis, on a pu montrer qu'a c6té des mu-

cines bronchiques, il existait d'autres glycoprotéines de la sécrétion

bronchique ayant une affinité pour leslectines de Ricin, notamment,

la broncho-transferrine, 1'd 1 antichymotrypsine et la chaine & des
immunoglobulines A, En utilisant un immunsérum anti-lactotransfer -
rine sur des coupes initialement fixées dans le mélange de Carnoy,

on trouve que la broncho-transferrine est localis€ée dans le cytoplas-

me des cellules séreuses de la sous-muqueuse bronchique, Les glan-
des muqueuses et les cellules caliciformes ne sont pas marquées, par
contre, les cellules situées entre les acini sont intensément marquées
ainsi que le tissu conjonctif (fig, 28), Lorsque le sérum antilactotrans -
ferrine est préalablement épuisé par une préparation riche en lactotrans-

ferrine, le marquage des cellules séreuses n'appardit pas,
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L'étude de l'affinité de différentes lectines pour
une muqueuse bronchique humaine "saine™ prélevée chez un sujet de
groupe sanguin A , a permis de montrer qu'il existait des sites de fixa-
tion variables suivant les lectines, Dans un premier temps, cette étude

a fait apparaitre 1'importance de la fixation du tissu bronchique,

I - Le formol, un dex fixateurs généralement le plus employé, dans les

études de microscopie optique, peut extraire des glycoconjugués au ni-

veau cellulaire, Par contre, le fixateur de Carnoy et le Bouin alcoolique

dans lesquels les mucines bronchiques sont, soit peu solubles (Bouin al-

coolique), soit insolubles (Carnoy) donnent des résultats plus intéressants

Apreés utilisation de 1'un de ces deux types de fixation, on remarque no-
tamment que les cellules bronchiques sont bien colorées par le P, A, S,
et le bleu alcian, avec une intensité moindre, cependant, aprés fixation
par le Bouin alcoolique, La coloration est trés faible apreés fixation par
le formol, On peut également signaler que l'emploi d'un fixateur a base
de formol et de glutaraldehyde donnait des résultats encore moins satis -
faisants, Néanmoins, 1l'étude de 1'affinité 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
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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 sites spécifiques pour les lectines,

IT - Les cellules caliciformes de 1'épithélium bronchique réagissent dans

leur partie apicale avec les lectines de genét épineux et de lotier qui ont

une affinité pour le fucose, Elles réagissent également avec la lectine du

germe de blé qui a surtout une affinité pour la N-acétyl-glucosamine et

non pas pour l'acide N-acétyl-neuraminique, différence d'affinité mise en
évidence par les tests d'inhibition de 1'hémagglutination réalisés a 1'aide

de plusieurs mucines, La partie apicale des cellules caliciformes réagit

avec les lectines de ricin et la lectine de soja, On peut donc penser que

du galactose est présent dans ces cellules, mais aussi de la N -acétyl-
galactosamine, puisque la muqueuse bronchique étudiée a été prélevée
chez un sujet de groupe sanguin A, dont on sait que les glycoprotéines
douées d'activité de groupe sanguin A, ont un certain nombre de résidus
de N-acétyl-galactosamine & la périphérie de leur chaines glycanniques,

Les cellules caliciformes ne réagissent pas avec la lectine de cacahuete,

Ceci n'est pas étonnant puisque cette lectine n'est pas capable de se fi-
xer sur des molécules sialidées (LOTAN et Coll,, 1975). Or les cellu-
les caliciformes sont riches en acide N-acétyl-neuraminique (JONES

et REID, 1973), De plus, la partie apicale des cellules caliciformes réa-
git avec la limuline qui a une spécifité pour 1l'acide sialique, ce qui con-
firme la présence de molécules sialidées dans ces cellules, Enfin, les

cellules caliciformes ne réagissent pas avec la concanavaline A,

III - La partie apicale des cellules muqueuses réagit aussi avec les lec-
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tines de genét épineux, de lotier et de germe de blé, ILes cellules mu-

queuses réagissent, au niveau de leur apex avec les lectines de soja,

et de cacahuéte (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 liées 3 la présence de résidus
acides, Les tests d'inhibition de 1'hémagglutination ont, en effet, mon-
tré 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 cacahuéte et de soja, tandis que les mucines neutres
ou faiblement acides réagissent, On peut donc penser que les lectines

du ricin révélent la présence de galactose au sein de molécules d'aci-
dité variable réparties dans toute la cellule alors que les deux lectines
de cacahuete et de soja mettent en évidence des molécules moins acides,

situées a 1'apex de la cellule, Les cellules muqueuses ne réagissent pas

avec la limuline qui a une affinité pour l'acide sialique, Ce résultat est
q P i

surprenant, car on sait que les cellules muqueuses contiennent de l'aci-
de sialique (LAMB et REID, 1969), La présence d'acide sialique au sein
de ces cellules peut aussi expliquer la faible réaction avec la lectine de
cacahuete, De plus, l'action d'une neuraminidase sur le tissu bronchique
humain a permis, aprés coloration histochimique, de metire en évidence
de l'acide N-acétyl-neuraminique au sein de ces cellules, On peut donc
penser que les résidus d'acide N-acétyl-neuraminique présents dans ce
type cellulaire ne sont pas accessibles i la limuline, peut-étre parce gu'
ils sont masqués, ou encore, parce que l'acide sialique contenu dans les
glycoprotéines des cellules muqueuses est 1ié a la chalne glycannique
par une liaison. non reconnue par la limuline,

Les cellules muqueuses ne réagissent pas non plus

avec la concanavaline A,
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IV - Le cytoplasme des cellules séreuses de la muqueuse bronchique

humaine réagit fortement avec la lectine de lotier et plus faiblement

avec la lectine de genét épineux, Il réagit aussi avec les deux lecti-

nes du ricin et la lectine de soja qui ont une affinité pour le galactose

et (ou) la N-acétyl-galactosamine, De plus, le cytoplasme des cellu-

les séreuses réagit assez fortement avec la lectine de cacahuete mon-

trant ainsi la présence de galactose su sein de molécules probablement
non sialidées, Cependant, il existe dans les cellules séreuses des mo-
lécules contenant de l'acide N-acétyl-neuraminique (LAMB et REID,

1970) ; ces cellules réagissent également avec la limuline, Ces résul-

tats ne sont pas surprenants puisque la sécrétion bronchique humaine
contient, en plus des mucines bronchiques, d'autres glycoprotéines sia-

lidées (LAINE et HAYEM, 1976). Les cellules séreuses réagissent aus -

si avec la concanavaline A qui a surtout une affinité pour le mannose;

or la sécrétion bronchique humaine renferme des glycoprotéines & man-
nose (HAVEZ et Coll,, 1973). Le marquage & l'intérieur du cytoplasme
des cellules séreuses se présente toujours sous la forme de petits grains
parmi lesquels des structures antigéniques analogues a la broncho-

transferrine ont été mises en évidence,

V - Il faut aussi remarquer que l'absence de révélation d'un type cellulai-

re ne permet pas d'exclure 1l'absence des sucres spécifiques des lectines

au sein des cellules,

En effet, les résultats obtenus avec les différentes
mucines bronchiques humaines ont montré qu'il pouvait exister des phé-
nomeénes de répulsion entre les mucines acides et certaines lectines,
elles-mémes acides, Les phénomeénes disparaissent .aprés désialida-
tion des mucines,

De meéme, il peut exister des phénomeénes d'encom -
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brements stériques d'autant plus qu'il a été montré que les lectines
de cacahuete (LOTAN et Coll,, 1975) de la Féve-Jack (SO et GOLD-
STEIN, 1968) et de germe de blé (ALLEN et Coll,, 1973) avaient un
site de fixation étendu, On sait d'autre part, que des lipides sont ca-
pables de venir se lier aux mucines bronchiques et d'empécher ainsi

leur réaction avec les lectines du ricin,

VI - Enfin, les glycoconjugués mis en évidence in situ dans le fissu bron-
chique, peuvent correspondre aux produits de sécrétion en cours de syn. |

thése,

L'étude de l'affinité des différentes lectines
pour la muqueuse bronchique humaine "saine" prélevée chez un ma-
lade de groupe sanguin A a donc permis de localiser certaines struc -
tures glycanniques au sein des différents types cellulaires impliqués

dans la biosynthese des glycoprotéines de la sécrétion bronchique,

Les résultas obtenus permettent de différencier

principalement les cellules caliciformes, muqueuses et séreuses au

moyen de la limuline, de la concanavaline A et de la lectine de caca-

huéte,

Les différentes lectines qui ont une affinité pour
la plupart des mucines bronchiques isolées de l'expectoration ont aussi
une affinité pour les cellules caliciformes et les cellules muqueuses de

la muqueuse bronchique humaine, Cette constatation est donc en faveur

de la synthése de ces molécules dans les deux types cellulaires, Toute-

fois, la limuline qui a une affinité pour les cellules caliciformes et pas




d'affinité pour les cellules muqueuses n'a pas pu ¢tre utilisée, faute

de matériel, pour 1'étude des mucines bronchiques humaines, Peut-
étre la réalisation d'une chromatographie d'affinité & 1'aide de cette
lectine permettrait-elle de distinguer parmi les mucines bronchiques
acides celles qui sont synthétisées par les cellules muqueuses et celles

qui sont produites par les cellules caliciformes,

Enfin, 1'étude de 1'affinité des lectines pour la
muqueuse bronchique humaine a permis de définir une méthodologie
qui pourra étre appliquée a la muqueuse bronchique dans diftférentes
circonstances physiologiques ou pathologiques, Pour réaliser une étu-
de véritablement comparative des mucines et de la muqueuse bronchi-
que, il faudra tenir compte dans l'avenir du caractére sécréteur ou

non sécréteur et de 1'état physiologique ou pathologique du sujet étudié,
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1 - Ce travail a d'abord permis de préciser la classification chimique

des mucines bronchiques isolées de 1l'expectoration de cing mala -

des atteints de bronchite chronique (2 sujets de groupe sanguin A,

et 3 sujets de groupe sanguin O),

Par chromatographie d'échange ionique sur co-
lonne d'Ecteola-cellulose, on constate que les mucines bronchiques
purifiées & partir de 1'expectoration correspondent & une population
de molécules d'acidité trés diverse qui se subdivisent en plusieurs
groupes dont certains caractéres (degré de glycosylation et longueur
moyenne de chaines glycanniques) ont pu étre estimés pour les mo-

lécules isolées des sécrétions de sujets de groupe sanguin O,

acétyl-neuraminique et groupements sulfate), Elles seraient fai-
blement glycosylées (30 chaines pour 100 acides aminés) et la
longueur moyenne des chaines glycanniques serait de 5,7 4 8,5

résidus de sucres,

en acide sialique et en sulfate, en mucines sialidées et en muci-




nes sulfatées,
. les mucines sialidées seraient les molécules les plus glyco-

sylées (35 & 50 chalnes pour 100 acides aminés) et la longueur

moyenne des chaines glycanniques serait de 4,9 4 5, 6 résidus

de sucres,

. les mucines sulfatées seraient moins glycosylées (30 & 35

chalnes pour 100 acides aminés) et la longueur moyenne des

chaines glycanniques serait de 6,8 4 9, 6 résidus de sucres,

res entre les mucines neutres et les mucines acides,

2 - L.es mucines obtenues par lavages bronchiques réalisés dans des zo-

nes macroscopiquement saines de l'arbre bronchique de sujets de groupe

sanguin O, sont des molécules principalement sialidées et que leur degré

de glycosylation et leur longueur moyenne de chaines glycanniques appa -

rentent aux mucines sialidées isolées de l'expectoration des malades adul-

tes atteints de bronchite chronique,

Ce résultat permet de suggérer que les 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-

N

ires a perfnis de souligner la difficulté a purifier ces molécules,

qui les contaminent ou de certaines protéines sériques, un rodle

d'adjuvant immunitaire,




- Elles sont antigéniques pour le lapin et leur site antigéni-

que est localisé au voisinage de la partie C-terminale, peu gly-

cosylée, de 1'axe polypeptidique,

Ce site est retrouvé dans les cellules muqueuses

de la muqueuse bronchique humaine,

4 - L'étude de l'affinité de différentes lectines pour les différentstypes
de mucines isolées chez des malades atteints de bronchite chronique a

permis plusieurs constatations :

.- les mucines synthétisées par un sujet non sécréteur ne réagis -

sént pas avec les lectines de genét épineux et de soja, contraire-

ment a la plupart des mucines de sujets sécréteurs,

- contrairement aux mucines neutres ou faiblement acides. les

mucines les plus acides, notamment en raison de leur teneur en

acide sialique ne réagissent pas avec certaines lectines (lotier,

soja, cacahuete),

- la fixation de lipides sur certaines mucines bronchiques (peut-

étre sur des régions particuliérement hydrophobes) peut empécher

1'affinité de ces molécules pour les lectines de ricin,

5 - L'utilisation de lectines permet aussi de distinguer les diftérents

types cellulaires impliqués dans la sécrétion bronchique,

L'affinité de certaines lectines d'une part pour les
cellules caliciformes et les cellules muqueuses et d'autre part, pour la
majeure partie des mucines suggérent que ces deux types cellulaires

sont & l'origine de la synthese des mucines bronchiques,




- 156 ~

Une méthodologie a été mise au point qui permet-
tra peut-etre, dans l'avenir, de définir la sécrétion des cellules calici-
formes et celle des cellules muqueuses, Elle pourra eétre aussi utilisée
pour la comparaison de différents états pathologiques et de 1'état physio-
logique ou pour la surveillance de 1'effet de certains agents pharmaco- \
dynamiques sur la muqueuse bronchique humaine, \

i
|
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I -’TECHNIQUE DE PURIFICATION DES MUCINES :

A - A PARTIR DU MUCUS BRONCHIQUE FIBRILLAIRE DE SUJETS

————— ———— — —— — o — — i . . A e st Al S e o e e o e i
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L'expectoration de cing malades atteints de bronchite
chronique est collectée tous les jours et congelée jusqu'au moment
de l'emploi, Aprés décongélation, les échantillons sont rassemblés
et lavés pendant une heure avec trois volumes de sérum physiologi-
que, Le mélange est alors centrifugé pendant 20 min a 4 000g : on

élimine le surnageant et on lyophilise le culot,

2) Réduction du mucus fibrillaire :

Le mucus fibrillaire lyophilisé est mis en suspension
dans un tampon phosphate de sodium 0,075 M de pH 7,3 (10 g de mu-
"cus dans un litre de tampon) et agité pendant une nuit & 4°C, On ajou-
ie ensuite du mercapto-éthanol pour avoir une concentration finale
de 1 % (v/v) et le mélange est alors mis en agitation pendant 4 heu-
res a4 37°C, Aprés centrifugation du mucus réduit a 4 000 g pendant
20 min, on élimine le précipité et on dialyse le surnageant pendant

trois jours & 4°C contre de 1'eau distillée (2 changements par jour),

La préparation dialysée est alors lyophilisée,
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Deux sortes de lavages bronchiques ont été réalisés :

a - Des lavages bronchiques ont été réalisés 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 les
bronches ventrale moyenne et lobaire intérieure droites d'une solu-
tion de chlorure de sodium a 9 p, 1000 contenant de la N -acétyl-cysté
ine (1 % pour le lavage des sujets n°1, 2 et 3, 0,4 % dans les cas
des sujets n° 4 et 5), 500 ml de solution ont été utilisés pour le la-
vage bronchique des sujets 1, 3, 4 et 5 et 200 ml pour le lavage

bronchique du sujet 2,

b - Des lavages bronchiques ont été réalisés chez 6 sujets de groupe
sanguin O avec 500 ml d'une solution physiologique de chlorure de
sodium contenant de la N-acétyl-cystéine (0,4 %) et aussi de la xy-

locaine (0, 04 %),

a - Dans la premiére série, 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, L.es culots "géli-
formes" ont €té ensuite soumis & une réduction par le mercapto-
éthanol 41 % comme dans le cas des mucus fibrillaires de l'expec-

toration,
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b - Les lavages bronchiques de la deuxiéme série 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 & celles qui ont été précédemment décrites,

C - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE IONIQUE SUR COLONNE

L.e mucus bronchique réduit est fractionné sur une colon-
ne d'Ecteola-cellulose dont la capacité d'échange est de 0,4 mEq par g

d'Ecteola-cellulose sec,

1) Préparation.de 1'échangeur et montage de la colonne :

L.e protocole de régénération appliqué a 1'Ecteola-
cellulose a été décrit par DEGAND (1972),

L'BEcteola-cellulose est ensuite équilibrée dans une so-
lution de chlorure de sodium 0,1 M et monté sur colonnes munies
a leur extrémité inférieure d'un disque en verre fritté de porosité

n°® 2,

2) Conditions d'élution :

L.e mucus bronchique réduit et lyophilisé est dissous et
déposé au sommet de la colonne d'Ecteola-cellulose, Les dfmensions
de la colonne ont été choisies en fonction de la quantité de mucus ré-
duit, soumis & la chromatographie (3 cm x 20 cm pour 700 mg de mu-
cus réduit ou 4 cm x 45 cm pour 1,5 g),

IL.'élution de la colonne est menée i la température du la-
boratoire par passage successif des solutions de molarité croissante

en chlorure de sodium :
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-soit Na Cl 0, 1M
Nra Clo0,1 MHC10,01 M
NaCl0,3 MHC10,01 M
NaCl0,5 MHC10,01 M
Na C10,7 M HC1 0,01 M pour les mucus de lavages bronchiques

-soitNaCl 0,1 M
NaCl0,1 MHC10,01 M
NaClo0,4 MHC10,01 M
Na C1 0,7 M HC1 0,01 M pour les mucus des malades WAS, ., et
VAN, ..

-so0it NaCl 0,1 M
NaCl0,1 MHC10,01 M
Na C1 0,7 M HC1 0, 01 M pour les mucus des malades MAR, ..,
BIA, .. et PRO,..

Des fractions de 10 ml (ou 20 ml) sont recueillies 3 la
sortie des colonnes (3 cm x 20 cm) ou (4 cm x 45 cm) sur collec-

teur automatique de fractions,

Chacun des tubes correspondant au fractionnement est
soumis & une lecture au spectrophotomeétre a 278 nm et a une esti-
mation de la teneur en oses combinés par une méthode de dosage &

1'orcinol (DEMAILLE et Coll, 1965),

Les fractions éluées de la colonne d'Ecteola-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, ..,

BIA..,. et PRO...) sont 4 nouveau fractionnées sur une colonne
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d'Ecteola-cellulose, Chaque fraction est dissoute dans une solution
de chlorure de sodium 0,1 M et déposée au sommet de la colonne,
Celle-ci est ensuite éluée par un gradient continu de chlorure de so-
dium de molarité croissante soit de 0,1 a2 0,4 M (malades WAS, .,

et VAN, ..), soitde 0,1 a4 0,7 M (malades BIA.,,, MAR,.. et PRO,.
Ce gradient linéaire est réalisé a 1'aide de deux récipients contenant
1'un 800 ml d'une solution de Na C1 0,1 M, HC1 0,01 M, et l'autre
Na Cl10,4 M, HC10,01 M ou NaCl1 0,7 M, HC10.01 M,

D_- CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION :
Les fractions éluées des colonnes d'Ecteola-cellulose par

les différentes solutions de chlorure de sodium sont soumises & une chro-
matographie de gel filtration sur Sepharose, La granulation du Sepharose
utilisé a été déterminée pour chaque fraction aprés des essais préliminai-

res sur différentes colonnes de Sepharose 2B, 4B ou 6B,

Chaque fraction est dissoute dans un faible volume de tam
pon Tris HC1 0,1 M de pH 8, 0 contenant du chlorure de sodium 0, 2 M,
déposé au sommet de la colonne de Sepharose et éluée par le méme tam-
pon, Les dimensions des colonnes varient en fonction des quantités de
préparation & chromatographier (2 cm x 47,5 cﬁ pour 25 mg ; 2,5¢cm x
47 cm pour 100 mg et 4,5 cm x 47 cm pour 500 mg). Au bas de chaque

colonne,on recueille des fractions de 2,5 ml (1,2 cm x 47,5 cm), 5 ml

(2,5cm x 47 cm) ou 15 ml (4,5 cm x 47 cm) sur collecteur automatique,

Elles sont soumises 4 une analyse spectrophotométrique a 278 nm et a

un dosage automatique des oses a l'orcinol (DEMAILLE et Coll,, 1965),

E - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE DE CARBOXY-ME THYL -
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La fraction éluée de la colonne d'Ecteola-cellulose par
la solution de chlorure de sodium & 0,1 M et purifiée par chromatogra-
phie de gel filiration sur colonne de Sépharose 2B ou 6B est soumise a

une chromatographie d'échange ionique sur carboxy-méthyl-cellulose,

1) Préparation de 1'échangeur et de la colonne :

I N T ]

Le protocole de régénération appliqué a la carboxy-
méthyl-cellulose (Whatman CM 11) comporte plusieurs étapes ef-
fectuées sur un entonnoir muni d'un verre fritté, Un cyclede ré-

génération comprend :

- un lavage a 1l'eau distillée,
- un contact de 30 min avec Na OH 0,2 M,
- un lavage abondant & 1'eau distillée jusqu'a l'obtention d'un pH voi-

sin de la neutralité,

30 min en contact avec HC1 0,2 M,
et, enfin, un lavage i 1'eau distillée jusqu'a l'obtention d'un pH voi-

sin de la neutralité,

2) Chromatographie :

Lia chromatographie d'échange ionique est réalisée sur

‘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, Aprés
dépdt de la fraction sous un volume de 2 ml de tampon, 1'élution est
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 0,1 M de pH 5, 5,

On recueille des fractions de 5 ml dont on mesure 1'ab-

R RPN S s

e
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sorption spectrophotométrique et dont on dose la teneur en oses com-
binés grace a la méthode automatique a 1'orcinol (DEMAILLE et
Coll,, 1965).

Les deux fractions obtenues sont dialysées contre de

1'eau distillée et lyophilisées,

II - ETUDES ELECTROPHORETIQUES :

A_- ELECTROPHORESE EN AGAROSE :

L'électrophorése en agarose est effectuée selon une mo-
dification de la méthode de SCHEIDEGGER (1955), Le support est un gel
d'agarose a1 % (Industrie Biologique Francaise, Genevilliers, France)
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
s'effectue pendant une heure sous une différence de potentiel de 20 volts
aux extrémités des lames, Les électrophorégrammes sont révélés par
1'Amidoschwarz (DEGAND, 1972), le réactif de Schiff aprés oxydation
periodique (BISERTE, 1957) et le bleu de Toluidine (VANARKEL et Coﬂ ,
1963), ‘

B_- ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE :
L'électrophorése est réalisée sur des bandes d'acétate
de cellulose Sépraphorelll(2,5 x 15 cm), & pH 8,6, selon la technique
de Kohn (1957), Les électrophorégrammes sont révélés par l'Amidbsghwar
(DEGAND, 1972), et le réactif de Schiff aprés oxydation periodique (BI -
SERTE, 1957).
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C_- ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE :
L'électrophorese est réalisée selon la technique de

WEBER et OSBORN, (1969) mais le gel utilisé est, selon la définition
de HJERTEN (1962) caractérisé par T =13,66 % et C =1,32 %, On dé-
pose 50 microgrammes de fractions & étudier dans 50 microlitres de
tampon phosphate de sodium 0, 01 M de pH 7, 0 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 aprés oxydation
periodique (ZACHARIUS et Coll,, 1969),

IIl - ETUDE IMMUNO-ELECTROPHORETIQUE :

A - PREPARATION DES IMMUNSERUMS :

L'immunisation des lapins par des mucines S6B ou Al de
bronchite chronique a été effectuée de la facon suivante : injections
intramusculaires hebdomadaires de 5, 10 ou 20 mg de mucines dis -
"soutes dans 0,5 ml de chlorure de sodium physiologique tamponnée
a pH 7,0 (PBS) et mélangées a 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-

. une préparation enrichie en lactotransferrine. une préparation d'immu-
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noglobulines A de lait, ainsi que deux préparations de chaines légeres
d'immunoglobulines K et & nous ont été aimablement données par Mon -

sieur le Professeur HAVEZ et Madame le Docteur HAYEM,

. globules rouges humains A ou O : (Centre Régional de Transfusion

sanguine, Lille) et globules rouges de mouton (Institut Pasteur, Paris),

b - mode opératoire :

. épuisement par les protéides : un ml d'immunsérum est épuisé pendant

2 heures a 37°C par 5mg 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 alors laissé pendant une heure & + 4°C et centrifugé, On

recueille le surnageant qui sert & effectuer les études immunologiques,

. €épuisement par les globules rouges : I'immunsérum anti-mucines Al

(0,3 ml) a aussi été épuisé par des globules rouges humains A ou B ou par
des globules rouges de mouton (0,15 ml d'une solution & 10 % (v /v) dans

du chlorure de sodium physiologique tamponnée & pH 7, 0 (PBS).

B_- UTILISATION D'IMMUNSERUMS COMMERCIAUX :
Des immunsérums fabriqués chez le lapin : anti-proté-
ines sériques humaines, antichained des immunoglobulines, anti-
lactotransferrine et anti 1 antichymotrypsine ont également été utilisés
(BEHRING).
C_- IMMUNOELECTROPHORESE SIMPLE :
Cette technique associe une migration électrophorétique
et une identification immunologique par réaction de précipitation antigéne-~
anticorps dans du gel d'agarose a1 % dans un tampon véronal de pH 8, 2

Aprés dépét de 1'immunsérum et incubation des lames i température du
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laboratoire pendant 48 heures, les gels sont laissés avec du sérum phy-
siologique pendant 1 heure, séchés, lavés avec de 1'eau courante pendant
deux jours, séchés et révélés par coloration avec l'amidoschwarz (LAM-

BLIN et Coll,, 1973),

D_- IMMUNOELECTROPHORESE EN DOUBLE DIMENSION :
Cette technique comprend deux migrations électropho-
rétiques (LAURELL, 1965), Le premier temps électrophorétique permet
la séparation sur un gel d'agarose des différents antigénes, Le deuxiéme
temps électrophorétique se fait dans un gel d'agarose contenant l'immun -
sérum selon une direction perpendiculaire a celle de la premiére dimen-

sion, On réalise ainsi une réaction de précipitation antigéne -anticorps

(dépendant du rapport antigéne -anticorps),

1) Matériel d'électrophorése :

Les cuves a électrophoréese 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 1'électropho -

rese,

‘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 litres

Ce tampon est utilisé dans les bacs a électrophorése et pour la prépara-

tion de l'agarose,
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2) Mode opératoire :

15 ml d'agarose (Industrie Biologique Francaise, Gennevillers, France)
a1 % dans un tampon véronal de pH 8, 6 sont coulés sur une plague de ver
de dimensions 10 x 10 cm,

Aprés refroidissement, une série de fentes est pratiquée & 0,5 cm a 1'ex-
trémité cathodique de la plaque, Quatre échantillons peuvent etre déposés
sur la méme plaque dans des trous distants les uns des autres de 2,5 cm.,
On dépose 40 & 50 microlitres de solution i étudier dans chaque fente, La
migration électrophorétique est effectuée pendant une heure sous une dif-
férence de potentiel de 100 volts aux extrémités de la plagque, Aprés élec-

trophorése, les fentes sont comblées en y coulant un peu d'agarose a 1 %,

b - Deuxiéme dimension :

La plaque d'agarose est alors découpée a l'aide d'une lame de rasoir en
4 bandes (10 x 2, 5cm). Chaque bande est transferrée sur le c6té cathodi-
que d'une autre plaque de verre de dimensions 10 x 10 cm, Sur le reste de
la plaque on coule 12 ml d'agarose 4 1 % contenant 300 microlitres d'im-
munsérum,

Aprés gélification, la plaque est placée dans la cuve & électrophoreése ré-
frigérée et la seconde migration est effectuée pendant une nuit sous une

tension de 30 volts aux extrémités de la plaque,

¢ - Révélation des plaques :

- s o mm e e e e o e e m = e e

Avant de colorer les plaques, il faut laver le 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,
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- on exerce une pression pendant 30 & 45 min, & l'aide d'une plaque d
verre recouverte d'un poids de 500 g,

- apres avoir 6té le papier filtre, on lave la plaque avec une solution
de chlorure de sodium physiologique tamponnée a pH 7, 0 (PBS),deux fois
pendant 15 min, puis on lave i 1'eau distillée pendant 15 min et on séche
la plaque d'agarose recouverte d'une feuille de papier filtre sous un cou-

rant d'air chaud, -
., Coloration :

- les arcs de précipitation sont révélés par coloration de la plaque

par le bleu de Coomassie (LAINE, 1975),

IV - INHIBITION DE L'HEMAGGLUTINATION :

La recherche de l'activité de groupe sanguin est effectu-
¢e par étude de 1l'inhibition de 1'hémagglutination de globules rouges hu-
mains A, B ou O par des immunsérums correspondants, préalablement
absorbés par la fraction a étudier selon la technique de WATKINS et
MORGAN (1962),

Chaque détermination est faite en additionnant 100 pl d'une
solution de mucines (2 mg/ml) ou d'une dilution de cette solution meére dan
du sérum physiologique tamponné & pH 7, 0 & un volume égal d'immunsé -

rum contenant 2 doses agglutinantes (WATKINS et MORGAN, 1962),

Une dose agglutinante correspond a la plus petite dilution
d'antisérum A, B ou H (I'immunsérum étant dilué de demi envdemi) capa-
ble de provoquer une agglutination nette des globules rouges humains cor-
respondants, L.e mélange est incubé pendant 15 min & température du la-

boratoire, Aprés addition d'un troisiéme volume (0,1 ml) d'une suspen-
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sion de globules rouges humains A ou H a4 1% dans la solution physiolo-
gique tamponnée a pH 7, 0 (PBS), le mélange est agité, incubé pendant
2 heures a température du laboratoire, On effectue alors la lecture de

I'agglutination,

V - ULTRACENTRIFUGATION :

A_- DETERMINATION DU COEFFICIENT DE SEDIMENTATION :
Le coefficient de sédimentation des différentes prépa-

rations de mucines est mesuré sur une ultracentrifugeuse Spinco (modeéle
E) : 10 mg de mucines sont dissous dans 1 ml de tampon acétate de so-
dium 0,02 M de pH 7,0 contenant du chlorure de sodium 0,1 M et dialysés
pendant 12 heures contre le méme tampon, La mesure du coefficient de
sédimentation de chague mucine est effectuée & une vitesse de rotation
de 59 780 tours /min en utilisant trois concentrations différentes (10, 5
et 1,25 mg), Des clichés photographiques sont pris a intervalle de temps
réguliers, Pour chaque concentration,b on paut ainsi déterminer la valeur
du coefficient de sédimentation apparent, ce qui permet ensuite de déter-
miner la valeur du coefficient de sédimentation & concentration nulle,

dans 1'eau S° par méthode graphique, en extrap®dlant la courbe

20w’
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 d"YPHANTIS (1964),
0,8 mg de mucines sont dissous dans 1 ml de tampon Tris HC1 0,1 M de

pH 7, 0 et dialysés contre le méme tampon pendant 24 heures & 4°C, La
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préparation est centrifugée a une vitesse de rotation de 6 400 tours /min
4 20°C sur une uliracentrifugeuse analytique Beckman équipée de cellu-
les capillaires a double secteur jusqu'a ce que 1'équilibre soit atteint

(6 heures), Le volume spécifique partiel utilisé pour le 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 :

L.a présence d'oses combinés dans les éluats de colonne
est mise en évidence par le dosage automatique a l'orcinol (DE MAILLE

et Coll,, 1965),

IL.a composition en oses ne'utres et en osamines est dé -
terminée aprés méthanolyse par chromatographie en phase gazeuse selon
la modification (ROUSSEL et Coll,, 1975) de la méthode de REINHOLD
(1972). |

Le protocole utilisé est le suivant :

1) Méthanolyse :

Elle est effectuée dans des tubes vissés'é bouchon de Te-
flon, L'échantillon de mucines (1504 200 pug) est soumis & une métha-
nolyse dans 0,5 ml de méthanol-HC1 0,5 M 4 65°C pendant 16 heures,

Puis on seéche sous un courant d'azote dans un bain-marie 3 37°C,
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2) N -acétylation et dé -O-acétylation :

Les produits sont N-acétylés par addition de 100 pl d'anhydride acétique
et de 100 pl de pyridine, laissés 3 min & la température du laboratoire

et séchés sous courant d'azote dans un bain-marie a 37°C,

- e e B e e o W e e e o e

Les produits sont alors de-O-acétylés dans 500 ul de méthanol contenant
de l'ammoniaque a 20 % pendant 1 heure & 65°C, Le méthanol est alors

évaporé sous courant d'azote,

8) Tri-méthyl-silylation :
IL.a silylation est effectuée par addition de 100 ul de
Sylon (Sylon HTP-Inc, Bellafonte, Pennsylvania, 16 823), On laisse
en contact pendant 1 heure & température ambiante, On séche sous couran
d'azote et on ajoute 100 pul d'heptane, On attend 30 min, avant 1'injection

de 1 & 2 pl de la phase heptanique,

4) Libération des osamines dans le cas des lectines de Ricin :

Dans le cas des lectines de Ricin, la détermination des
"osamines est effectuée apres hydrolysé par de l'acide trifluoro-
acétique 2 N pendant 2 heures 4 100°C, L'hydrolysat est soumis
a la N-acétylation par le mélange de 100 microlitres d'anhydride acé-
tique et de 100 rnicrolitfes de pyridine puis & une O-méthyl-glycosi-
dation par la solution d'acide chlorhydrique 0, 5 M dans le méthanol

pendant 16 heures a 65°C,

5) Standard interne :

Toutes ces opérations sont réalisées en présence d'ino-
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sitol utilisé comme témoin interne (50 pg),

6) Chromatographie en phase gazeuse :
. L'analyse des méthyl-
O-glycosides tri-méthyl silylés est effectuée par chromatographie
en phase gazeuse sur un appareil Perkin-Elmer (modele 900) muni
de détecteurs i ionisation de flamme et en utilisant des colonnes
d'acier (180 x 0, 3 cm) contenant de 1'OV 17 & 3 % sur Chromosorb
W-AW -DMCS (100-120 mesh) (PACKARD), La température initiale
du four est de 120°C, elle augmente de 8° par min jusqu'a 270°C,
La surface des pics et les temps de rétention sont déter-

minés au moyen d'un intégrateur digital (Infotronics CRS 208, Shan-

nan, Ireland),

Le dosage de 1'acide sialique est effectué au moyen de
1'acide 2-thiobarbiturique selon la méthode d'AMINOFF (1961) aprés hy-
drolyse de 1'échantillon par de 1'acide sulfurique 0, 05 M pendant 30 min
a 80°C,

D_- GROUPEMENTS SULFATE :
Le dosage des groupemenfs sulfate est effectué selon la
technique de SPENCER (1960) au moyen de chloranilate de baryum aprés

hydrolyse par 1'acide chlorhydrique 1 M pendant 5 heures & 100°C,

—— s S e T — e — S ———— S T — — e o —

Les mucines Al (10 mg) sont dissoutes dans 10 ml d'une
solution de metaperiodate de sodium 0, 04 M et gardées a 1'obscurité
pendant 24 heures a 4°C, L'excés de metaperiodate est détruit par addi-
tion d'éthyléne glycol & 25 % (85 microlitres), Aprés une heure, 10 mg
de borohydrure de sodium sont ajoutés et la solution est gardée a 1'obs-
curité pendant 16 heures i 4°C (KABASAWA et HIRS, 1972), Enfin, la
solution est amené¢e & pH 5 avec de l'acide acétique 4 M, La solution est

lyophilisée et déposée sur la colonne de Sephadex G 100 (2,5 x 44 cm)
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dans l'acide acétique 0,1 M, Les fractions de 5 ml recueillies sont sou-

a

mises a

1965),

un dosage automatique des oses a l'orcinol (DEMAILLE et Coll,,

F - ACTION DE LA GALACTOSE OXYDASE ET OXYDATION PAR

._——-.________._..._._._—.....—._._._--—_.—.—-—._——-—-__.._——___—_.__-——___._—-

Les mucines Al (10 mg) sont dissoutes dans 1 ml de
tampon phosphate de sodium 0,075 M de pH 7, 0 et soumies a 1l'action de
la galactose oxydase (500 pg) de Dactylum dentroides (Worthington) (MO -
REL et Coll, 1966), Apreés addition de 100 mg de carbonate de calcium,

5 microlitres de brome sont ajoutés Le mélange est gardé pendant 24 h
a température du laboratoire et 4 1'obscurité, Le précipité formé est so-
lubilisé par addition d'acide chlorhydrique 1 M (SHIER et Coll, , 1972) et
la solution est lyophilisée et déposée sur une colonne de Sephadex G100

| (2,5 x 44 cm) dans l'acide acétique 0,1 M. On recueille des fractions de

5 ml qui sont analysées comme précédemment,

VII - METHODES D'ETUDE DES ACIDES AMINES

La présence d'acides aminés ou de peptides dans les
€luats de colonne est mise en évidence par une méthode automatique sur

auto-analyseur Technicon (DEGAND, 1972),

B - DETERMINATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES :

S et i e o s o G At v St S — T {— T— o — S St S o T i i S (et S S s s o G oo o S S s v s St
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L'échantillon de mucines (I1mg) est hydrolysé au moyen
d'acide chlorhydrique 5, 6 M pendant 24 heures 4 110°C, en tube
scellé sous vide, La solution est ensuite lyophilisée aprées avoir été

diluée par de 1'eau distillée,

2) Analyse des acides aminés sur auto-analyseur

a - La composition en acides aminés sur auto-analyseur Technicon a

été décrite par DEGAND (1972).

b -Composition est réalisée sur auto-analyseur Beckman (Multichrom
B). Les tampons et le programme retenus permettent sur une seule co-
lonne (Résine Beckman type M 82) la séparation des acides aminés et
des osamines, L.a composition des tampons utilisés est rapportée dans le

tableau suivant,

tampon 1 2 3 4 5
pH 2,97 2,97 4,10 7,32 7,32
citrate de so-
dium 2H20 78,4¢ 78,4g | '78,4g 78,4¢ 78,4 g
HCl (R.P.) 56,9ml| 56,9ml 36,5ml| 0,5m]  0,5ml
Chlorure de
sodium - 58,5 g - - 187,2 g
thodiglycol 10, 0ml 10,0ml 10, 0ml| 10,0ml 10,0 ml
acide N-capry-
lique 0, 4ml 0,4ml] 0,4ml] 0,4ml 0, 4nl
eau distillée
q. S.p. 500 ml 500 ml {500 ml | 500 ml 500 m1l
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Le programme utilisé pour une analyse est le suivant :

Temps en minutes
tampon 1 0-138 |
tampon 2 138 - 161
tampon 3 161 - 204
tampon 4 '204 - 219
tafnpon 5 ‘219 - 309
régénération

Na OH 0,2 M 309 - 334
rééquilibration en :
tampon 1 334 - 369

Dans le programme, 1'utilisation du tampon acétate de
sodium pH 2, 97 enrichi en chlorure de sodium permet 1'élution des hexo-

samines (glucosamine et galactosamine),

Les acides aminés N-terminaux ont été déterminés par
dansylation (GRAY et HARTLEY, 1963) ; (WOODS et WANG, 1967) et
chromatographies en couche mince (GROS et LABOUESSE, 1968).
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D - DETERMINATION DES ACIDES AMINES EN POSITION C-TER -

Les acides aminés C-terminaux ont été déterminés selon

la technique décrite par SCHROEDER (1972),

L'oxyda’tion performique des mucines a été réalisée se-
lon le protocole décrit par HIRS (1967). 2 mg de mucines sont repris
dans 100 pl d'acide formique & 99 % et 20 ul de méthanol puis sont laissés
a4 - 5°C pendant 30 min, Sont alors ajoutés 100 ul d'acide performique
(Réactif acide performique = mélange de 5 volumes d'eau oxygénée a
30 % et 15 volumes d'acide formique a 99 %), Le milieu réactionnel est
maintenu & - 5°C pendant 150 min, Aprés dilution par addition de 200 pl
d'eau distillée, la solution est soumise immédiatement & une lyophilisa -
tion, La poudre ainsi obtenue est ensuite hydrolysée par HC1 5, 6 M pen-

dant 24 heures a3 110°C,

VIII - REDUCTION ET ALKYLATION D'UNE MUCINE BRONCHIQUE :

40 mg de mucines sont dissous dans 4 ml de tampon phos-
phate de sodium 0, 075 M de pH 7, 3 auxquels on ajoute 40 ul de £ mercapto
éthanol, L.e mélange est agité pendant 4 heures a 37°C, Il est ensuite al-
kylé avec 250 mg d'iodo-acétamide pendant 1 heure, La solution est alors

‘dialysée contre de 1'eau distillée puis lyophilisée,
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IX - HYDROLYSES ENZYMATIQUES :

A_- HYDROLYSE TRYPSIQUE :

190 mg des mucines Al sont hydrolysés par la trypsine
bovine (trypsine cristallisée deux fois en présence de chlorure de diphé -
myl carbamide (Miles -Servac Ldt. Maindenhead, Bercks, Angleter-
re)) dans 10 ml de tampon bicarbonate de sodium a 1 % (w/v) de pH 8,75
pendant 2 heures a 37°C, Le mélange est lyophilisé et 50 mg sont déposés
sur une colonne de Sephadex G100 (2,5 x 44 cm) équilibrée dans 1'acide
acétique 0,1 M, L'élution est poursuivie avec l'acide acétique 0,1 M et
on recueille des fractions de 5 ml dont on dose la teneur en oses combi-
nés gréce a une méthode automatique a l'orcinol (DEMAILLE et Coll,,
1965) et la réactivité a la ninhydrine (DEGAND, 1972). Les fractions ren-

fermant des oses combinés sont lyophilisées,

B_- HYDROLYSES PAPAINIQUE ET PRONASIQUE

20 mg de mucines Al préalablement hydrolysés par la
trypsine sont hydrolysés par la mercuripapaine Worthington (rapport
pondéral enzyme /substrat = 1 /20) pendant 24 heures 4 37°C dans un tam-
pon phospate de sodium 0,1 M de pH 6,5 en présence de B, A, L, (50 mi-
crolitres), Aprés recharge avec la méme quantité de mercuripapaine,
i'hydrolyse est poursuivie pendant 24 heures supplémentaires, La solu-
tion est amenée, 4 1'aide d'acétate de calcium 1 M a la concentration fi-
nale de 0,01 M en acétate de calcium et au pH de 7,3 avec du Tris, On
ajoute alors de la pronase B grade Calbiochem (rapport pondéral enzyme/
substrat : 1 /40) et on pourvsuit 1'hydrolyse pendant 24 heures a 37°C‘.‘
L'hydrolysat est centrifugé et le surnageant est précipité par 4 volumes
d'éthanol absolu, remis en solution et déposé sur une colonne de Sephadex
G100 (2 x 40 cm) €éluée 3 1'aide d'apide acétique 0,1 M, On recueille des

fractions qui sont analysées comme précédemment,



-T 22 -

C - HYDROLYSE PRONASIQUE :
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La fraction glycopeptidique (40 mg) obtenue par gel
filtration apres hydrolyse trypsique est soumise a 1'hydrolyse pronasi-
que dans 4 ml de tampon phosphate de sodium 0,01 M de pH 7, 3,acéta-
te de calcium 0, 01 M pendant 24 heures & 37°C, La solution est lyophi-
lisée et déposée sur une colonne de Sephadex G100 (2,5 x 44 cm) dans
1'acide acétique 0,1 M. On recueille des fractions de 5 ml qui sont ana-

lysées comme précédemment,

X - METHODE D'ETUDE DES LIPIDES :

L'extraction des lipides est réalisée selon la méthode
de FOLCH et LEES, (1951). 5 mg de fraction & étudier sont mis en sus -
pension dans 25 ml de mélange chloroforme /méthanol (2 :1) pendant 24
heures a température du laboratoire, On sépare le résidu insoluble du
surnageant, Celui-ci est conservé alors que le résidu est & nouveau sou-
mis & 2 extractions successives par 25 ml du méme mélange pendant 4
heures, Les différents extraits sont réunis, 3 aliquots sont évaporés a
sec : 1'un d'entre-eux est pesé, les autres sont utilisés pour 1'étude qua-~
litative des lipides, Celle-ci est réalisée par chromatographie sur couche
mince en gel de silice G (MERCK) soit dans un solvant chloroforme-métha
nol-ammoniaque 7 N (115-45-7,5 : v /v), soit dans un solvant éther de pé-
trole-éther méthylique-acide acétique (90-10-1 v /v), Les plaques sont ré-
vélées par carbonisation aprés pulvérisation d'un mélange contenant 4 ml

d'acide sulfurique, 100 ml d'eau et 20 g de sulfate d'ammonium,

XI - TECHNIQUES DE PREPARATION ET MESURE DE L'ACTIVITE
HEMAGGLUTINANTE DES LECTINES :

A - PREPARATION DES LECTINES DU RICIN :
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1) Broyage des graines et fractionnement au sulfate d'ammonium
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200 g de graines de Ricinus Communis (Ets Truffaut)

sont broyés finement et mis en suspension pendant une nuit dans un
litre de tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH 7, 0 contenant
du chlorure de sodium 0,1 M. La suspension est alors centrifugée

a4 15000 g pendant 20 min, On recueille le surnageant dont le volume
est complété a un litre avec le tampon phosphate et on ajoute du sul-
fate d'ammonium (187 g) pour amener la solution a 30 % de satura-
tion en sulfate d'ammonium, lL.e mélange est agité pendant 4 heures
4 4°C puis centrifugé a4 15 000 g peﬁdant 20 min, Le surnageant

(998 ml) est recueilli, filtré sur de la gaze et soumis i un nouveau
fractionnement par le sulfate d'ammonium en ajoutant 205 g de sul-
fate d'ammonium pour amener la solution & 60 % de saturation en
sulfate d'ammonium, Le mélange est agité pendant 4 heures 3 4°C

et centrifugé 4 15 000 g pendant 20 min, Le précipité obtenu est
dissous dans 150 ml de tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH
7, 0 contenant du chlorure de sodium 0,1 M et dialysé pendant 8 jours
(2 changements par jour) contre le méme tampon, Un léger précipi-

té apparait : il est éliminé par centrifugation pendant 30 min & 15 000g

2) Chromatographie d'aftinité sur Sepharose 4B :

La solution dialysée est déposee sur une colonne de Sepha-
rose 4B (4 x 40 cm) équilibrée dans le tampon phosphate de sodium
0, 005 M de pH 7, 0 contenant du chlorure de sodium 0,1 M, Les cons-
tituants qui n'ont pas d'affinité pour le gel de Sepharose sont élués
par le méme tampon,.Quand les fractions recueillies (20 m1l) o{xt une
valeur de densité optique mesurée i 278 nm inférieure a 0, 005, les

lectines sont alors éluées par une solution de galactose 0,1 M dans
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le méme tampon, On recueille des fractions de 20 ml dont on mesure
1'absorption spectrophotométrique a 278 nm et le pouvoir d'aggluti-
nation des globules B, Toutes les fractions ayant une activité hémag-

glutinante sont dialysées et lyophilisées,

3) Fractionnement des lectines du Ricin :

150 mg de la fraction de lectines, éluées de la colonne
de Sepharose 4B sont dissous dans 5 ml de tampon phosphate de so-
dium 0, 005 M, chlorure de sodium 0,1 M, de pH 7,0, Cette solu-
tion est déposée sur une colonne de Sephadex G150 (3,5 x 66 cm),
équilibrée et éluée dans le méme tampon, On recueille des fractions
de 8 ml dont on mesure 1l'absorption spectrophotométrique a 278 nm

et dont on dose la teneur en oses combinés grdce & une méthode au-

tomatique & 1'orcinol (DEMAILLE et Coll,, 1965),

4) Purification des lectines du ricin :

60 mg de fraction de lectines sont dissous dans 5 ml de
tampon acétate de sodium 0,05 M de pH 5,5 et déposés sur une colon-
ne de carboxy-méthyl-cellulose (2 x 20 cm) équilibrée dans le méme
tampon,

) Cette colonne est d'abord éluée par 200 ml de tampon
acétate de sodium 0,05 M de pH 5, 5 puis par 600 ml d'un gradient
linéaire de chlorure de potassium de 0 & 0, 6 M, dans le méme tampor
On recueille des fractions de 5 ml dont on mesure 1'absorption

spectrophotométrique 4 278 nm,

B - PREPARATION DE LA LECTINE A FUCOSE DU GENET EPINE U]
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100 g de graines finement broyées sont mis en suspen-
sion dans 1,1 litre de chlorure de sodium a 9 p 1000 et agités une
nuit & 4°C, Le surnageant obtenu apres centrifugation est amené a
40 % de saturation en sulfate d'ammonium avec du sulfate d'ammo-
nium solide, L.e mélange est agité pendant 4 heures,puis centrifugé
4 15000 g. Le précipité obtenu est repris dans du chlorure de sodium
4 9 p 1000, dialysé contre de l'eau distillée et lyophilisé,

2) Chromatographie d'affinité sur une colonne d'epoxy -Sepharose

20 g d'epoxy-Sepharose 6B (Pharmacia) sont mis en suspension dans 2 li-
tres d'eau distillée, I.e mélange est agité pendant une heure, IL.'eau dis-
tillée est éliminée et le gel est alors agité dans 200 ml de soude 0,1 N
pendant 2 & 3 min, On élimine la soude a travers un verre filtré, On ajou-
te alors au gel, 50 ml d'une solution de fucose 4 20 % dans la soude 0, 1N,
Le mélange est agité lentement pendant une nuit 4 la température du la-
boratoire, Finalement, la solution sodique est éliminée & travers un ver-
re fritté et le gel estlavé avec un litre d'eau distillée et 4 fois 150 ml 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 obt‘enue par une précipitation au sulfate d'ammonium
sont dissous dans le tampon phosphate de sodium 0,05 M de pH 7, 0 con-
tenant du chlorure de sodium 1 M et appliqués au sommet de la colonne
d'epoxy-Sepharose 6B couplée i du fucose (1 x 30 cm), La colonne est
d'abord lavée par le tampon phosphate afin d'éliminer les protéines qui

n'ont pas d'affinité pour le fucose, puis on élue de la colonne, par une so-
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lution de fucose 0,1 M dans le méme tampon, les protéines qui ont une
affinité pour le fucose, On recueille des fractions de 5 ml dont on mesu-
re l'absorption spectrophotométrique a 278 nm et le pouvoir d'agglutina-
tion des globules rouges humains. O, Les fractions hé magglutinantes sont
dialysées et lyophilisées, On obtient ainsi & partir de 100 g de graines,

10 mg d'hémagglutinine I,

C - PREPARATION DE LA LECTINE DE CACAHUETE :
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nium :

200 g de graines de cacahuéte (Lesieur-Dakar) sont fine-
ment broyées, délipidées 3 1'éther de pétrole dans un extracteur de
Soxhlet puis séchées, 100 g de farine délipidée sont mis en suspensior
dans 500 ml de chlorure de sodium & 9 p 1000, agités pendant 3 heure
4 la température du laboratoire et centrifugés a4 10 000 g pendant
20 min, Le précipité obtenu est remis en suspension dans 500 ml
de chlorure de sodium a 9 p 1000, agité pendant 3 heures puis centri-
fugé 410 000 g pendant 20 min, Les deux surnageants obtenus aprés
centrifugation sont mélangés (1 1) : on y ajoute 391 g de sulfate d'am-

~monium afin d'amener la solution & 60 % de saturation en sulfate
d'ammonium a 4°C ; on agite la solution pendant 4 heures, Elle est
ensuite laissée une nuit & 4°C puis centrifugée pendant 30 min a

15 000 g. Le précipité obtenu est dissous dans 150 ml d'eau distillée
et dialysé pendant 4 jours contre de l'eau distillée, puis 3 jours
contre du chlorure de sodium & 9 p 1000 ; le précipité insoluble qui
s'est formé dans le boudin a dialyse est alors éliminé par centrifu-
gation pendant 20 min & 25 000 g et le surnageant obtenu (250 ml)

est utilisé pour préparer la lectine,
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2) Chromatographie d'affinité sur une colonne de Sepharose -€-
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La solution obtenue précedemment est déposée au som-
met d'une colonne de Sepharose - ¢ -aminocaproyl g-D-galactopyrano-
sylamine ° initialement équilibrée dans une solution de chlorure de
sodium & 9 p 1000, Les protéines qui n'ont pas d'affinité pour le ga-
lactose sont éluées par le chlorure de sodium puis la colonne est la-
vée par une solution de galactose 0,05 M dans le chlorure de sodium
4 9 %. On recueille des fractions de 20 ml dont on mesure la densité
optique 4 278 nm et dont on recherche la capacité d'agglutininer les
globules rouges humains O désialidés, Les fractions hémagglutinan-
tes sont dialysées et lyophilisées, A partir de 100 g de graines déli-
pidées, on obtient 105 mg de lectines d'Arachis Hypogea,

D - DETERMINATION DE L'ACTIVITE HEMAGGLUTINANTE DE

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-.
rure de sodium et de pH '7, 0. '

Une partie des globules rouges humains O est désiali-
dée par la neuraminidase de Clostridium periringens, (I,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 7,0 et trypsinisés (Trypsine DCC Calbiochem) selon la techni-
que de LIS et SHARON (1972).

Tous les globules sont ensuite utilisés en suspension

° Nous remercions le Docteur H, DEBRAY d'avoir mis a notre dispo-

sition cette colonne,
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4 4 % dans du tampon phosphate de sodium 0, 025 M, o, 15 M en chlo-

rure de sodium et de pH 7,0,

2) Titration des lectines :
Chaque lectine est mise en solution dans le tampon
phosphate de sodium 0,025 M, 0,15 M en chlorure de sodium de
pPH 7,0 (1 mg/ml) ; on réalise des dilutions successives au demi de
cette solution de lectines, La titration des lectines se fait dans des
boites & microtitration en mettant dans chaque trou 50 microlitres
de chacune des dilutions de lectines et 50 microlitres de suspension

de globules rouges (globules rouges humains B pour les lectines de

Ricin, globules rouges humains O pour les lectines de genét épineux,

et de lotier, globules rouges humains A pour la lectine de germe de
blé, globules rouges humains O désialidés pour la lectine de cacahu-
éte, globules rouges de lapin trypsinisés pour la lectine de soja. I.e
mélange est laissé pendant une heure a la température du laboratoire
et on note ensuite la plus grande dilution de lectines capables d'agglu-
tiner complétement les globules rouges) La quantité de lectines ainsi
déterminée représente une dose hémagglutinante (OSAWA et MATSUMC
TO, 1972),

XI1I - METHODE D'ETUDE DE LAFFINITE DES LECTINES POUR

(2, 5 mg) sont soumises

LES MUCINES :

A - AFFINO ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE :

Dans un premier temps, les mucines bronchiques

N

4 une électrophorése (décrite dans la partie im-

munoélectrophorése bidimensionnelle), Ensuite, 1'électrophoreése dans

la deuxiéme dimension, est réalisée dans un gel d'agarose 31 %, en
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tampon véronal de pH 8, 6 (force ionique 0, 02) contenant 3 mg de lecti-

nes, Aprés séchage, les arcs sont révélés par le bleu Coomassie (LAINE

1975).

B_- AFFINO DIFFUSION :

L'étude en double diffusion dans un gel d'agarose &
1 % en tampon véronal de pH 8,2 est effectuée selon la méthode d'
OUCHTERLONY (1967) sur des lames de microscope (7,5x 2,5 cm). Les
trous distants de 5 mm sont remplis de 20 microlitres de solution de lec-
tines (4 mg/ml pour les lectines de Ricin et 2 mg/ml pour les autres lec-
tines) et de 10 microlitres de solution de mucines (2 mg/ml), On laisse
ensuite diffuser une nuit 4 la température du laboratoire, Les lames sont
ensuite lavées pendant 3 heures dans le chlorure de sodium & 9 p 1000
séchées, lavées sous eau courante pendant 48 heures puis révélées au

Bleu Coomassie,

C - INHIBITION DE L'HEMAGGLUTINATION :

Dans un premier temps, on réalise des dilution succes
sives au demi d'une solution de mucines 4 6 mg par ml dans le tampon
phosphate de sodium 0, 025 M, 0,15 M en NaCl et de pH 7,0, Les tests
d'inhibition de 1'hémagglutination sont effectués dans des boites de micro-
titration en ajoutant dans chaque trou 50 microlitres de chacune des dilu-
tions de mucines & 50 microlitres d'une solution de lectines soigneuse-
ment diluée pour avoir au minimum 2 doses hémagglutinantes, Le mélan-
ge est incubé pendant 2 heures & la température du laboratoire puis on
ajoute 50 microlitres de la suspension de globules rouges correspondante,
ILe mélange est gardé pendant une heure a la température du 1abor;toire,

puis on lit 1'agglutination; On détermine la plus faible concentration "de
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mucines provoquant 1'inhibition de 1'hémagglutination,

Dans un second temps, on réalise une série de dilu-

tions arithmétiquement croissantes de la solution de mucines ainsi trou-

vée afin de déterminer plus précisément la concentration de mucines qui

inhibe complétement 1'hémagglutination,

D - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHA -

5 g de Sephadex G25 (Pharmacia super fine 10-40 u)
sont activés par du bromure de cyanogéne selon la technique de
WIDE (1969)., Le gel activé est lavé sur verre fritté par de 1'eau dis-
tillée glacée puis par un tampon phosphate de sodium 0, 005 M de pH
8,25, contenant du chlorure de sodium 0,1 M,

150 mg du mélange des lectines de Ricin élués de la
colonne de Sepharose 4B sont dissous dans 10 ml de tampon phospha-
te de sodium 0,005 M, 0,1 M en chlorure de sodium et de pH 8, 25,
Cette solution est mise en agitation, on ajoute le Sephadex G25 activé,
puis on amene le volume de la solution 4 200 ml avec le méme tampon
On laisse le mélange sous agitation pendant 72 heures & 4°C, Ensuite,
le gel Sephadex G25 lectines de Ricin est déposé dans une colonne (4 x

12 ¢m) et lavé par un litre d'eau distillée,

2) Chromatographie d'affinité sur la colonne Sephadex G25-lecti-
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80 mg de fractions a étudier sont dissous dans 2 ml
d'eau distillée et déposés sur la colonne de Sephadex G25-lectines de
Ricin (4 x 12 cm) équilibrée dans 1'eau distillée, I.'élution est con-

duite avec de 1'eau distillée, On recueille des fractions de 5 ml dont
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on mesure l'absorption spectrophotométrique 4 278 nm et dont on
dose la teneur en oses combinés (DEMAILLE et Coll,, 1965), La
fraction obtenue est lyophilisée, 1.a colonne est ensuite éluée par

une solution de chlorure de sodium 0, 5 M contenant de 1'acide acé-

comme précédemment, I.es fractions glycoprotéiques éluées sont

tique 0,1 M. Des fractions de 5 ml sont recueillies et analysées
dialysées et lyophilisées,
|

XIII - TECHNIQUES HISTOLOGIQUES :

A - PRELEVEMENT DU TISSU :
Des biopsies bronchiques ont été prélevées dans une
zone macroscopiquement saine de 1l'arbre bronchique d'un malade de
groupe sanguin A et de malades de groupe sanguin O, Elles ont été sec-

tionnées en plusieurs fragments et immédiatement fixées,

B - FIXATION DU TISSU :

1.es biopsies bronchiques prélevées chez les 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 ml d'eau a laquelle on ajoute 10 ml de chlorure mercureux

saturé et 10 ml de formol neutralisé & pH 7, 0 par de la soude 0,1 M,

2) Fixation dans le mélange de Carnoy :

Une partie du tissu prélevé chez le maladé de grou-
pe sanguin A est fixée dans le mélange de Carnoy, éthanol absolu-
chloroforme-acide acétique (6-3-1 : v /v) pendant 2 heures (GANTER
et JOLLES, 1970), '
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3) Fixation dans le Bouin Alcoolique :

Un autre fragment est fixé dans du Bbuin Alcoolique
mélange d'alcool & 80 % (150 ml), de formol & 35 % ajusté a pH 7,0
a l'aide de soude 0,1 N (60 ml) d'acide acétique (15 ml) et d'acide pi-
crique (1g) pendant 2 4 heures (GANTER et JOLLES, 1970).

4) Fixation dans le formol :

Un froisiéme fragment est fixé dans une solution de
formol & 4 % : 4 g de paraformaldehyde sont dissous dans 50 ml d'eau
distillée & 80°C, La dissolution est effectuée en présence de 10 goutte:
de soude normale, Apreés refroidissement, on ajoute 50 ml d'une solu.
tion de cacodylate de sodium 0,2 M ajustée & pH 7, 4 avec de l'acide

chlorhydrique (GANTER et JOLLES, 1970).

C - PREPARATION DES COUPES :

Aprés fixation, les fragements sont déshydratés et
inclus dans de la parafine, L.es blocs obtenus sont débités en sections de

5 microns,

D - TECHNIQUES HISTOCHIMIQUES -

Les coupes sont déparaiffinées, réhydratées et colorées

par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique ou par le bleu alcian a

différents pH,

1) Coloration par le réactif de Schiff aprés oxydation periodique
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L.es coupes sont trempées pendant 10 min dans de 1'acid
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periodique a1 % rincées a l'eau distillée et colorées pendant 20 min |
par le réactif de Schiff : Pararosaniline 4 1 % (150 ml) metabisulfite
de sodium & 3 % (50 m1) H C1N (30 ml) , Elles sont ensuite passées
pendant 8 min dans 3 bains successifs d'eau sulfureuse : eau distillée
(300 m1), métabisulfite de sodium 410 % (15 m1), HC1N (15 ml), En+
fin, elles sont lavées 3 1'eau courante jusqu'a liobtention d'une trans-

parence du fond,

2) Coloration par le bleu alcian a différents pH :

Les coupes sont oxydées en deux minutes dans un mé-
lange de permanganate de potassium et d'acide sulfurique préparé
extemporanément : KMn04 a2,5% H2504 as %, HZO (1-1-8 v/v).
Elles sont ensuite rincées a l'eau courante, blanchies dans une solu-
tion de matabisulfite de sodium a 5 % et colorées par le bleau alcian
apH 0,2 ;1 ; et 2,5 pendant 30 min, Elles sont finalement passées

sous eau courante pendant 10 min,

3) Coloration par le bleu alcian & pH 2,5 et par le réactif de
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I1 est possible de réaliser une double coloration bleu
alcian-P,A,S, Les coupes sont d'abord colorées par le bleu alcian
'é pH 2,5, Aprés ringage & l'eau courante, pendant 10 min, les cou-
pes sont oxydées par l'acide periodique & 1 % et colorées par le réac-

tif de Schiff comme cela a été décrit précédemment,

4) Action de la sialidase de DIPLOCOCUS PNEUMONIAE :
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1.es coupes sont mises & incuber pendant 24 heures
& 37°C dans un tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 6,5 con-

tenant 100 unités de sialidase de Diplococus Pneumoniae (HOUDRET

et Coll,, 1975), Pour vérifier 1'action de la sialidase, d'autres cou-
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pes sont incubées dans les mémes solutions ne contenant pas de sia-

lidase,

E_- TECHNIQUES D'IMMUNOFLUORESCENCE :
Deux méthodes peuvent étre utilisées pour effectuer

cette réaction :

- 1'une directe, nécessite le marquage de 'immunsérum anti-Al,
par l'isocyanate de fluoresceine ;

- l'autre, indirecte, se déroule en deux temps avec emploi de 1'im-
munsérum anti-Al fabriqué chez le lapin, puis d'un immunsé -
rum fluorescent de mouton antiglobulines de lapin (Institut Pas -

teur),

1) Révélation directe :

- e . e o e e

ceine :

5 ml d'immunsérum anti-Al sont précipités par le sulfate d'ammonium

a 50 % de saturation, Aprés dialyse, le précipité est dissous dans 2,5 ml
d'ea‘u et dialysé contre une solution de chlorure de sodium 4 8, 5 % conte-
nant du phosphate de sodium (0, 02 M) et de pH 7,2 (solution physiologique
(PBS) tampoﬂriée), La combinaison avec 1'isothiocyanate de fluoresceine
est effectuée selon la méthode de MARSCHALIL et Coll, (1968), mais a
25°€ pendant 4 heures (KINNEY et Coll, 1964),

L'excés de fluoresceine est éliminé par filtration sur colonne de Sephadex
G50 (25 x 0,25 cm) dans la solution physiologique tamponnée, Les protéi-
nes couplées a la fluoresceine sont ensuite concentrées sous un volume de

2,5 ml,
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b -~ révélation :

L'immunsérum marqué par la fluoresceine est déposé sur les coupes
et laissé 80 min a la température du laboratoire, lL.es lames sont ensui-
te lavées dans le tampon phosphate de pH 7,2, pendant 5 min puis colo-
rées par une solution de bleu Evans 41 p, 10 000 dans le méme 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 est laissé sur les lames pen-
dant 80 min, Aprés lavage de 5 min dans le tampon phosphate de so-
dium 0, 02 M de pH 7, 2, elles sont recouverte d'immunsérum fluores-
cent de mouton anti-globulines de lapin (Institut Pasteur) pendant
60 min puis lavées a nouveau et colorées par la solution de bleu

Evans,

F_- IMMUNOHISTOCHIMIE :
| L'immunsérum anti-lactotransferrine est utilisé
afin de localiser 1l'antigéne correspondant au sein de la muqueuse bron-
chique,

Les coupes réhydratées sont recouvertes de sérum
de mouton normal dilué au 1/30 pendant.IO min, puis rincées dans du
tampon phosphate de sodium de pH 7,2 (Na2 HPO4 anhydre : 1, 07 g,
NaH2 PO4, 2 H20 : 0,39 g, eau distillée g,s,p. 850 ml) contenant 1 %
de sérum de mouton normal pendant 30 min, Elles sont ensuite mises a
incuber pendant 24 heures avec les immunsérums précédents dilués au
1/10 et contenant de la sérum-albumine bovine (NBC Cleveland, Ohio)
4 4 p, 1000, Apres incubation, les coupes sont lavées dans le tampon
phosphate de sodium de pH 7,2 contenant du sérum de mouton normal &

1 %, Les lames sont alors mises a incuber avec des fragments Fab
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d'immunoglobulines anti-lapin préparées chez le mouton et marquées

a la peroxydase (MAZZUCA, 1974), Finalement, la peroxydase est ré-

vélée par la diaminobenzidine (SIGMA) en solution & 0, 05 mg/ml dans

un tampon Tris-HC1 0,05 M de pH 7, 6. contenant 0, 01 % d'eau oxygénée,
Un controdle a été effectué en utilisant I'immunsérum

lacto~transferrine aimablement fournie par Madame le Docteur A, HAYE!

G- REVELATION DE I'AFFINITE TISSULAIRE DES LECTINES A

———— ——— —— — ——— e i e o e s Sl o e i i S

1) Technique de marquage des lectines A la peroxydase (AVRA -

R R R e e T TR e T T - .

MEAS, 1969) :

5 mg de lectine du Ricin, du germe de blé, du soja,
du genét épineux, du lotier ou de la cacahuéte sont dissous dans 1 mi
de tampon phosphate de sodium 0,1 M de pH 8,2 et dialysés contre
2 1 de ce tampon pendant une nuit & 4°C,

On ajoute a cette solution, 10 mg de peroxydase type
VI (SIGMA). Aprés dissolution, on introduit goutte & goutte, 50 mi-
crolitres d'une solution de glutaraldehyde a 1 %, sous agitation dou-
ce, On laisse au repos 3 heures i la température du laboratoire, La
-solution est 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 est ensuite centrifugée a4 10 000 g pendant
20 min et gardée dans un flacon bouché jusqu'a utilisation,

- La lectine de la limule (1 mg) est dissoute dans 1,4 ml de

tampon cacodylate de sodium 0,05 M, 0,01 M en chlorure de
calcium, de pH 6, 8, On ajoute a cettie solution 6 mg de peroxy-
dase type VI (SIGMA), Apreés dissolution, on introduit goutte &

goutte, 50 microlitres d'une solution de glutaraldehyde & 1 %
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en agitant doucement ; on laisse au repos 3 heures 3 la tempéra-
ture du laboratoire, Ensuite, la solution est dialysée pendant
une nuit contre 2 litres de tampon cacodylate de sodium 0, 05 M,
0,01 M en chlorure de calcium, de pH 6,8 et gardée a 4°C jusqu'
3 utilisation,

- La lectine de la Feve-Jack n'est pas marguée i la peroxyda-
se au moyen de glutaraldehyde puisque cette lectine a spontané-
ment une affinité pour cet enzyme (BERNHARD et AVRAMEAS,
1971).

2) Technique d'épuisement des lectines marquées & la peroxydase

o ma e e e e e e G e e e e R e v e TE e A S e e m e R % S M Ae bm e A e A e e e e mm e me e M Am e me en e e e e e

Les lectines marquées a la peroxydase sont mises en
contact avec l'ose inhibiteur ou avec des préparations de mucines
bronchiques (TABLEAU), L'incubation dure 4 heures 4 la températu-
re du laboratoire, puis les solutions sont centrifugées par la muqueu-

se bronchique,

3) Réaction des lectines avec le tissu bronchique :

La solution de lectine est déposée sur des coupes
préalablement réhydratées pendant 12 heures dans un tampon phos-
phate de sodium de pH 7,2 (Na2 HPO4 anhydre : 1,07 g, Na H2PO4,
2 H20 : 0,30 g eau distillée q, s, p. 850 ml), L'incubation est effec-

tuée pendant une durée variable suivant la nature de la fixation) a 4°C

dans des chambres humides,

Apres incubation, les lames sont rincées dans le tam-
pon phosphate de sodium de pH 7,2 pendant 2heures sous une légere
agitation,

Les coupes qui ont été incubées aveé les sblutions de
Concanavaline sont alors mises en présence, -une heure durant,

d'une solution de peroxydase (10 mg/ml) dans le tampon phosphate
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de sodium de pH 7,2 a température du laboratoire, puis rincées

pendant une heure dans le tampon phosphate de sodium de pH 17, 2.

4) Révélation de la peroxydase :

La peroxydase est mise en évidence en déposant sur
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 1'eau distillée, dé-

shydratées et montées dans 1'Eukitt,
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EPUISEMENT DES LECTINES MARQUEES A LA PEROXYDASE

AVEC LE OU LES OSES INHIBITEUR(S) ET AVEC UNE PREPARA -

TION DE MUCINES BRONCHIQUES

INHIBITION
LECTINES ISOLEES
DE ose (s) 0,2 M Mucines ° (fraction 2)
Ricin
RCA I - D, Galactose
30 mg/ml
- D, Galactose
RCAII - D, N-acétyl-galactosa-
mine
Feve Jack - A methyl-P -manno-
—_—_— pyranoside
Concanavaline A - D-N-acétyl-glucosa-
mine
Geneét épineux (I) - L Fucose 30 mg/ml
Cacahudte - D Galactose 30 mg/ml
Germe de Blé - D N-acétyl-glucosami-
ne 30 mg /ml
- Acide sialique
Soia - D Galactose
: - D-N-acétyl-galactosa- 30 mg/ml
mine
Lotier - L Fucose 30 mg/ml
Limule - Acide sialique /)\E&

La préparation de mucines utilisée pour réaliser 1l'épuisement des lec-
tines marquées a la péroxydase est obtenue par chromatographie sur Se-
pharose 4B d'un mucus fibrillaire réduit (fraction 2) figure 17 de la 3éme

partie,
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