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L'étude biochimique des sécrétions bronchiques 

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

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

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

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

La sécrétion physiologique e s t  normalement déglu- 

tie et ne peut donc pas é t re  recueillie, 

Des lavages bronchiques réal isés dans dds zones 

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

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

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

rum physiologique à une expectoration fraîchement émise,permet après  

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

distinctes : 



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

priétés tensio-actives, 

2 )  une phase aqueuse contenant des composants solubles dans 

l'eau, 

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

centrifugation, 

L'expectoration broncliique apparaît donc hétéro- 

. gène. 

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

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

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

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

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

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

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

La phase aqueuse de l'expectoration représente  un 

extrait des constituants hydrosolubles de l'expectoration, 

Elle renferme de nombreux composants apparen- 

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

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

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

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

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

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



constituants protéiques de la partie soluble de la sécrétion bronchique 

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

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

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

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

D'autre part, la présence de plusieurs protéines 

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

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

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

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

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

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

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

(RYLEY, 1972). 

D'autres enzymes,tels que des protéases et des 

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

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

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

La phase fibrillaire, insoluble dans l 'eau, représen 

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

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

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

en microscopie électronique et classées selon leur richesse en acides 

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

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



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

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

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

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

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

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

fibrillair e ,  

Pour désagréger et solubiliser le  réseau de fibril- 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de et la purification des produits libérés, L. 

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

l es  de fractionnement ont été successivement appliqués aux produits de 

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

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

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

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

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



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

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

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

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

préparation de mucines bronchiques totalement débarrassée des  p ro-  

téines de sécrétion, 

Divers couplages de ces  méthodes de fractionne- 

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

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

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

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

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

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

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

des mucines. 

La chromatographie d'échange ionique s u r  Ecteola- 

Cellulose permet un fractionnement des mucines bronchiques, fondé 

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

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

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

tration, 

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

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

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

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

L'étude de la  composition chimique des différentes 

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



possède un certain nombre de caractères  essentiels : 

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

des acides aminés dosés, 

- richesse en proline, alanine e t  glycocolle. 

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

aminés impliqués dans la structure du squelette polypeptidique, 

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

polypeptidique des mucines bronchiques s'oppose la  grande variabilité 

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

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

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

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

pements sulfate, Les variations de composition de la partie glycanniquf 

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

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

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

neuraminique et l e s  groupes sulfate, 

1) les  fucomucines correspondent à des glycoprotéines dont u 

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

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

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

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

sulfate peuvent ê t re  trouvées dans- ces mucines, 

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

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

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

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



3) Les sulfomucines possèdent toujours un caractère  électro-  

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

sensibles à l'action des neuraminidases, Dans leur composition 

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

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

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

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

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

1969 b) ; (DEGAND, 1972). 

L'hétérogénéité des différentes muches  bronchiqiles 

isolées de l'expectoration de malades atteints de bronchite chronique 

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

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

alvéolaires, on trouve principalement des mucines neutres (ASSEL4IN 

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

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

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

sulfate. (ROUSSEL et Coll, , 1972). 

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

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

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

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

ques augmente avec le degré de sulfatation, 

Les études histochimiques réal isées s u r  des  biop- 

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



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

cines bronchiques. 

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

du mucus : 

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

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

2)  les cellules muqueuses des glandes muqueuses qui contiennent 

de nombreuses ' lboulesw de mucigène, 

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

(croissant de GLANUZZI) qui présentent dans leur cytoplasme 

de nombreuses granulations sécrétoii-es, 1 

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

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

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

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

sialomucines e t  l e s  sulfomucines. 

D'autre part, l a  présence de glycoprotéines ayant 

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

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

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

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

glandes mixtes, 

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



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

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

peuvent ê t re  individlialisées en plusieurs types, 

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

avec llâge,puisque seules des mucines sulfatées sont synthétisées chez 

le foetus et le nouveau-né, 

Il  existe donc à la fois une hétérogénéité des  muci- 

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

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

core connu de façon définitive, 

Les travaux biochimiques antérieurs ont donc p e r -  

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

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

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

ques l iées au squelette polypeptidique. 

L 

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

impliquées dans la synthèse des mucines. 

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

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

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

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

des cellules qui les  synthétisent, 



En fonction de ces  données, nous avons recherché 

dans notre travail,  la réalisation de plusieurs objectifs : 

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

définition biochimique des différentes c lasses  de mucines bronchiques 

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

rence se  rapprochant de la  sécrétion physiologique humaine. 

Dans la seconde partie,  nous avons étudié les  propriétés 

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

r e r  encore cette classification des înucines, 

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

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

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

molécules sécré tées  et les  cellules qui les  synthétisent, 



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

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

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

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

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

isolées du mucus fibrillaire, 

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

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

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

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

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

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

DEGAND (1972). 

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

de mucines différaient seulement les unes des autres  par les  proportions 

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

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

de dégager certaines informations concernant la partie plus interne 



des ch2mes glycanniques. 

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

aminés des mucines semble en faveur du caractère monomorphe de leur 

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

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

Après réduction du mucus fibrillaire par  le  mercaptoi 
1 
l 

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

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

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

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

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

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

sence de ponts disulfure (1 97 6). 

Nous avons ainsi été amené à préciser  l e  taux de 

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

la structure des molécules isolées, 

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

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



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



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

MALADES ADULTES ATTEINTS DE BRONCHITE CHRONIQUE 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

bri l laire réduit, par  différentes étapes chromatographiques, 

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

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

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

l 

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



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

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

MALADES 

MAR.. . 

B1.A.. . 

PRO., • 

WAS.. . 

VAN..  . 
I 

mucus 
fibrillaire 

1 3 , 7 g  

6 4 , 5 g  

1 7 , Z g  

1 0  g 

1 0  g 

fraction 
adialysa - 
ble du m.u 
cus réduxt 

4 5 , 2 5 %  

45,2770 

4 4 , 9 0 %  

69,007'0 

61,OO % 

A l  

1,637'0 

0 , 0 5 %  

0 ,3870  

7,107'0 

4 ,30  % 

Bb 

1 , 7 9  7'0 

O, 41 7'0 

1 , 0 7  % 

2, 68 7'0 

1 , 7 9  7'0 

Total 

5,31 70 

1 , 7 3  % 

4,19 % 

1 O, 84 7'0 

6,92 7'0 

M U C I N E S  

C 3  b 

O, 23 70 

C l  b 

1 , 1 8  % 

O, 75 % 

1 , O O  % 

O, 34 7'0 

O, 23 % 

C2 b 

O, 4% 7'0 

O, 52 % 

1 , 7 4  70 

O, 72 % 

O, 60 % 



Dans l'expectoration des trois sujets de groupe 

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

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

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

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

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

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

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

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

du mucus fibrillaire initial, 

Un protocole de fractionnement sensiblement identi- 

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

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

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

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

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

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

initial. 

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

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

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

ensuite dialysées et lyophilisées, 





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

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

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

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

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

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

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

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

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

constituants de poids mol.éculaire plus faible absorbant la  lumière 

ultra -violette à 278 nm (fig. 1 ), 

Les mucines préparées par chromatographie s u r  

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

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

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

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

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

obtenus par rapport au mucus fibrillaire initial sont résumés  dans 

le tableau 1, 

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

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



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

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

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

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

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

Les fractions C sont soumises à une chromatogra-  

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

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

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

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

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

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

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

sangiîin A (WAS.. . et VAN,, , ). 

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

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

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

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

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

Après dialyse et  lyophilisation, les  sous -fractions 

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

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



100 volume (m l )  



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

C2 b et éventuellement C3 b débarassées de contaminants de haut 

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

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

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

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

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

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

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

en électrophorèse en agarose à pH 8,2. 

B - PROPRIETES ELECTROPHORETIQUES DES n4UCINES A l ,  Bb 

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

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

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

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

sément révélées par le réactif de Schifl après oxydation periodique, 

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

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

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

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

llamidoschwarz, intensément révélées par  le réactif de Schiff après  

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

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

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

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

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

doschwarz mais sont intensément révélées par le  réactif de Schiff 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

La fraction de mucines Bb est également homogène 

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

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

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

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



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

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

Les mucines C3 b s e  présentent en ultracentrifugation 

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

dim.entation es t  de 9 , 2  S. 

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

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

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

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

ment : 

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

La recherche de l 'activité de groupe sanguin de  chaque 

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

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

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

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

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

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

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

cette activité diminue. 

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

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

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

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



Les mucines A l  et Bb isolées dans l 'expectoration 

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

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

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

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

activité H (tableau II). 

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

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

La détermination de l'acide aminé situé en position 

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

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

révéler qu'un seul acide aminé : llARGININE. 

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

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

et le GLYCOCOLLE. 

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

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

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

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

guin A dans les  tableaux VI et VII. 



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

est notée : I 

Sujets et  
groupe san- 
guin 

immun - 
sérums 
utilisés 

A l  

- 

- 

- 
+++ 

- 
+++ 

+++++ 

+++ 

MUCINES 

MAR. . 
(0) 

PRO*.  . 
(0) 

BU.. . 
(0) 

WAS. .  . 
(A 1 

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

+++ 

FRACTIONS DE 

b 

- 

- 

I- 

- 
- 

l- 

t 

r 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 

anti H 

anti A 
VAN.. . 

(A 

Bb 

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

- 

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

+ 

- 
+++ 

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

+++ 

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

anti H +++ 

61 

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

C2 b 

- 
- 

- 
- 
- 
+ 

- 
- 

- 
+ 

C3 b 

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

- 

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

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

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



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

L'examen des résultats montre que la  teneur totale 

en acides aminés quelque soit la sécrétion étudiée, représente environ 

le cinquième de la molécule. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Les tableaux comparatifs des compositions en ac i -  

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

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

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

ce s  molécules (tableaux III a à VIIa). 

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

La composition glucidique des rnucines isolées es t  

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

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

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

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

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



I 

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

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

A ~ P  
Thr 

Ser 

Glu 

Pro  

1 Ala 1 10.35 1 156.3 1 9.42 ( 178.7 

Ile 

Leu 

Tyr 

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

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

xx = Resultats exprimés en micromoles par gramme de po 

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

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

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





ASP (1) 

Thr . 
s e i  

Glu 

Pro 

GlY 

Ala 

Va1 

c YS 

Met 

Ile 

Leu 

Tyr 

Phe 

LYS 

His  

Arg 

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

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





. 
A 1 B b  Cl b C 2  b 

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

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

Thr 23.68 357.1 24.75 387.4 32-18 508.3 27.88 422.0 

Ser 15.84 238.9 15.73 246.2 17.59 277.9 17.58 266.2 

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

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

GlY 8.80 132.8 8.24 128.8 4.71 74.4 6. 83 103.4 

Ala 9.99 150.7 9.38 146.8 8.42 133. O 8.99 136.1 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

Cal 22.2 1230 20. 3 1130 24.2 1340 24.9 1380 

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

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

NANA 2.9 90 6.4 21 O 13. O 9.0 290 

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

, 

C 2 b  

Acides 
aminés 

% 

15. 5 

C l b  

JI molesb 

1513.8 

% 

15. 9 

B b  

JI mole s/g 

1579.5 

% 

15.7 

A 1 

p moles/g 

1564.9 

70 
xxx 

15.8 

)i moles/g 
XX 

1507.9 














































































































































































































































































































































































































































































