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INTRODUCTION GENERALE 



La muqueuse trachéo-bronchique élabore une secrétion fondamentale 
intervenant activement dans la physiologie bronchique et dans la défense de 
1 'arbre respiratoire vis-A-vis des agressions les plus variées dont celui-ci 
peut être 1 'objet. Cette secrétion, ou mucus bronchique, en s 'étalant en un 
mince film liquide à la surface de l'épithélium du tractus respiratoire, 
réalise une véritable barriere entre le milieu ambiant et les tissus sous- 
jacents; ce fi lm constitue ainsi une protection efficace contre la dessica- 
tion de la muqueuse; i l  constitue aussi le support dans lequel toute parti- 
cule inhalée (poussiere ou micro-organisme) est emprisonnée puis él iminée 
par le processus de 1 'épuration muco-ci 1 iaire (Meyer et al., 1980; Mossberg, 
1980; Puchelle et al,, 1980b). Le mucus en effet, grace A ses propriétés 
visco-élastiques particulières (King, 1980a, 1980b; Richardson, 1980) et sous 
1 'action constante de la ci 1 iature trachéo-bronchique (Blake et al., 1980), 
remonte progressivement les voies respiratoires jusqu'au pharynx où il est 
normalement déglut i . 

Le mucus trachéo-bronchique est un mi 1 ieu biologique très hété- 
rogène constitué, dans les conditions physiologiques, d'environ 95% d'eau et 
de 5% de matieres solides se répartissant schématiquement en protéines et 
glycoprotéines 3%, lipides 1% et sels minéraux 1% (Matthews et al., 1963; Lo- 
pez-Vidriero et al., 1980; Phipps ,1980). A cette hétérogénéité de composition 
s'ajoute aussi une hétérogénéité d'origine : le mucus bronchique provient en 
effet du mélange de multiples secrétions produites tout au long des voies 
respiratoires. 

Dans le secteur bronchique et accessoirement bronchio- 
laire, ces secrétions sont élaborées en partie par les cellules caliciformes 
ou cellules 3 mucus ("goblet cells") qui, avec les cellules ciliées A garni- 
ture vibratile, constituent 1 'épithélium de surface (Fig. 1). Mais ce sont 





surtout les glandes acineuses ou tubulo-acineuses, de nature séreuse, mu- 
queuse ou séro-muqueuse, enfouies dans la sous-muqueuse, qui constituent les 
principaux éléments secrétoires (Sherman et a1 . ,1981 ) . Ces formations glan- 
dulaires sont avec les cellules caliciformes responsables en particulier de 
la synthèse de glycoprotéines de haut poids moléculaire et très riches en 
glucides combinés, appelées mucines. 

A cette secrétion purement trachéo-bronchique peuvent 
s 'ajouter des éléments provenant de sources diverses (Jones et al., 1978) : 

- i l  en est ainsi des phospholipides, en 
particulier du surfactant, qui, produits par les pneumocytes dans les 
alvéoles pulmonaires et par les cellules de Clara a l'extrémité des bron- 
chioles, jouent grâce a leurs propriétés tensio-actives un rale essentiel 
dans l'expansion du tissu pulmonaire et dans le maintien de la capacité 
résiduel le fonctionnel le ; 

- les secrétions bronchiques s'enrichissent 
encore de nombreux composants d'origine plasmatique tels que l'eau, des 
électrolytes, de 1 'albumine et diverses glycoprotéines qui sont déversées 
par extravasation capillaire dans la lumière de l'arbre respiratoire; 

- des éléments figurés variés viennent éga- 
lement s'incorporer normalement 3 ces secrétions : ce sont par exemple des 
ce11 ules desquamées du revêtement bronchique, des macrophages et des leuco- 
cytes. En outre, en cas d'infection surajoutée, une flore microbienne plus 
ou moins abondante peut se développer et i l  apparaît, sous forme soluble ou 
sous forme de fibres (Bürgi ,1964), une quantité plus ou moins importante 
d'acides nucléiques libérés par lyse cellulaire dans les zones inflammatoi- 
res (Matthews et al., 1963). 

Le mucus bronchique, qui est la résultante du mélange de ces 
diverses productions, présente une différentiation progressive dans son 
cheminement des bronchioles vers la trachée : disposé en un mince film 
liquide dans les bronchioles, le mucus s'organise a partir des bronches en 
deux couches superposées, une couche superficiel le visqueuse, véritable 
tapis muqueux qui en microscopie apparaît constitué d'un réseau f ibri 1 lai re 
plus ou moins dense (Bürgi, 1965a, 1965b), et une couche profonde fluide dans 
laque1 le battent les éléments vibratiles de 1 'épithélium (Fig. 1). C'est 
sous 1 'action constante de la ciliature bronchique, et grâce aux propriétés 



intrinsèques d'élasticité et de viscosité de ce réseau fibrillaire, que le 
mucus se déplace vers les voies aériennes supérieures assurant ainsi l'épu- 
ration broncho-pulmonaire. 

Le volume des secrétions produites à l'état normal par le tractus 
respiratoire est mal connu et diversement apprécié selon les auteurs (Clarke 
et a1 .,1980). L'estimation de 100 m1/24h faite par Policard et al. (1945) 
semble devoir être retenue comme une valeur moyenne. 

Le mécanisme de la secrétion du mucus bronchique et sa 
régulation restent encore 3 élucider (Adler et a1.,1981). La participation 
de neuromédiateurs et de récepteurs spécifiques est cependant bien établie, 
comne 1 'est 1 'action stimulante des agents sympathicomimétiques (Nadel - et 
a1 ., 1980b; Peatf ield et al, 1980a, 1980b; Shelhamer et al., 1980). - 

En tout état de cause, le mucus bronchique produit dans 
les conditions physiologiques n'est jamais expectoré mais dégluti. Cette 
absence d'extériorisation a été et reste encore un obstacle important dans 
1 'étude biochimique du mucus bronchique normal (Carlstedt, 1982). C'est 
souvent par divers artifices tels que l'aspiration bronchique par l'orifice 
d'une trachéotomie (Snyder et a1 ., 1982a) ou encore le lavage broncho-alvéo- 
laire réal isé sous fibroscopie en zone macroscopiquement saine ( Laf itte - et 
al., 1977) que de petites quantités de mucus normal ont pu être recueillies, - 
permettant ainsi une meilleure définition biochimique de ces secrétions. 
Dans une étude récente cependant, réalisée chez des sujets volontaires nor- 
maux et non fumeurs, Nil liams et al. ( 1982) ont réussi par bronchof ibrosco- 
pie à collecter, directement et en l'absence de toute prémédication, une 
quantité suffisante de mucus trachéo-bronchique pour étudier le comportement 
des mucines en gel filtration. L'inhalation chez un sujet normal d'agents 
divers cholinergiques (acétylcholine), bronchoconstricteurs (histamine, 
prostaglandine PGF2a) ou de simples irritants (acide citrique) a permi s dans 
certains cas de produire une expectoration ( Lopez-Vidriero et al., 1977, 
1978c), mais le caractère normal de celle-ci est difficile à affirmer; ces 
substances peuvent en effet entraîner une modification plus ou moins profon- 
de de la secrétion bronchique (Boat et a1 ., 1978) et 1 'hypothèse d'une conta- 
mination possible par des secrétions nasopharyngées et salivaires ne peut 
être complètement écartée (Mitchel 1-Heggs, 1977). 



Les mucines bronchiques représentent dans les secrétions normales 
ou pathologiques le principal constituant macromoléculaire. Ces glycoproté- 
ines de très haut poids moléculaire, élaborées par le tractus respiratoire, 
sont pour une large part responsables de l'aptitude des secrétions bronchi- 
ques à former un gel, et conditionnent ainsi directement deux propriétés 
rhéologiques essentielles du mucus : sa viscosité et son élasticité, Toute 
altération de la structure des mucines ou de leur organisation supramolécu- 
laire, c 'est-à-dire de la structure des édifices complexes que ces molécules 
peuvent former par association avec d'autres substances présentes dans le 
mucus, sera susceptible de retentir sur les propriétés rhéologiques des se- 
crétions bronchiques. Les molécules qui ainsi sont susceptibles de s ' asso- 
cier aux mucines sont nombreuses : protéines, en particulier protéines séri- 
ques comme la sérumalbumine, immunoglobulines A sériques 7 S et secrétoires 
1 1  S (Puchelle et a1.,1973; Harbitz et a1.,1980; Hayem et a1.,1980a; Kotlar 
et al,, 1980; Stockley et al., 1980a), lipides (Sahu et a1 ., 1978b; Galabert - et 
al., 1981 ) , acides nucléiques (Picot et a1 . ,1978), ou encore peut-être des - 
composants de faible poids moléculaire comme les polypeptides riches en pro- 
line ("PRP") (Bailleul et a1 ., 1977). De cette éventuelle altération de la 
structure des mucines, il  peut résulter une modification de la fonction de 
transport muco-ciliaire, exposant ainsi à l'encombrement de l'arbre respi- 
ratoire. Cette circonstance est fréquemment observée dans les bronchopathies 
chroniques. 

La fréquence de ces affections, leur gravité et leur caractère 
invalidant, la charge économique aussi qu'elles représentent pour la socié- 
té, justifient amplement les efforts importants qui ont été et sont encore 
investis pour une meilleure connaissance sur le plan fondamental des secré- 
tions trachéo-bronchiques et plus particulièrement de la structure et de 
l'organisation macromoléculaire de leurs mucines. C'est en effet cette con- 
naissance, actuellement encore fragmentaire et parfois contradictoire, qui 
seule permettra de mieux cerner le r6le précis que ces substances jouent 
dans la physiologie bronchique, de mieux comprendre aussi les mécanismes 
pathogéniques qui président à l'installation et à l'évolution des broncho- 
pathies chroniques, et de mieux définir enfin les orientations thérapeuti- 
ques adaptées à chaque maladie, 



Avant d'exposer la contribution expérimentale que nous apportons 
pour une meilleure connaissance de ces mucines, i l  nous a semblé important 
de présenter une revue générale des conceptions actuelles sur la structure 
et l'organisation moléculaire non seulement des mucines bronchiques, mais 
aussi des mucines rencontrées dans d'autres secrétions externes de Ilorga- 
nisme telles que la salive, le mucus gastrique ou le mucus cervical. Les 
acquisitions ou les hypothèses qui ont été faites ?I propos de ces mucines 
peuvent en effet, sinon se transposer, du moins assurer une meilleure ap- 
proche et une meilleure compréhension des résultats expérimentaux enregis- 
trés en matière de mucines bronchiques. 





PREMIERE PARTIE 

ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SUR 

L'ORGANISATION MACROMOLECULAIRE 

DES MUCINES 



La production de mucus n'est pas l'apanage du seul tractus respi- 
ratoire : d'autres organes, parmi lesquels les glandes salivaires, l'estomac 
l'intestin ou le col utérin par exemple, possèdent aussi les éléments secré- 
toires qui leur permettent d'assurer une telle secrétion. 

Bien que jouant des r6les spécifiques propres à chaque localisa- 
tion, ces divers mucus assurent une fonction commune de protection et de 
lubrification des muqueuses sous-jacentes, et cette communauté fonctionnelle 
se reflète dans la similitude de leurs propriétés physiques et de leurs pro- 
priétés chimiques. 

Les mucines, qui représentent dans tous ces mucus le principal 
constituant macromoléculaire, ont été l'objet d'explorations biochimiques 
poussées. Ces recherches ont montré que, d'une façon générale quelle que 
soit leur origine, les mucines manifestent des caractéristiques communes en 
particulier de composition chimique, mais par contre leur organisation ma- 
cromoléculaire demeure encore mal comprise et diversement interprétée. L'é- 
tude de 1 ' architecture macromolécul aire des mucines, dont 1 a connaissance 
est indispensable pour comprendre la physiologie et la pathologie du mucus, 
reste en conséquence une préoccupation importante à 1 ' heure actuel le. 



1. Caractér ist iques 

chimiques générales 

des mucines 



Les préparations de mucines hautement purifiées apparaissent comme 
étant des glycoprotéines de très haut poids moléculaire, comportant deux ty- 
pes de constituants d'importance pondérale relative très inégale : la frac- 
tion majeure est de nature glycannique tandis que la fraction mineure est de 
nature peptidique (Ga1 lagher et al., 1978). 

La partie protéique, représentant 10 à 30% du poids de 
la molécule, constitue la fraction mineure des mucines. Elle est organisée 
en un axe polypeptidique avec une composition en acides aminés tout à fait 
caractéristique (Tableau 1). Les hydroxyaminoacides (serine et thréonine) 
représentent 40 à 50% de l'ensemble des acides aminés, et constituent avec 
la proline, la glycine et l'alanine les trois quarts de l'édifice protéique 
( Roberts, l978a; Roussel et al., 1978; Carlstedt et a1 . ,1983b) . La teneur en 
acides aminés a caractère hydrophobe, basique ou aromatique est faible 
( Forstner, 1978). La proportion de rés idus cystéine est généralement infé- 
rieure à 2% (Roussel et al., 1978) ; el le peut même être nul le dans le cas 
des mucines sous-maxi 1 laires de Mouton (Hi 11 et al., 1977a) . 

La fraction glycannique constitue 70 a 85% de la masse 
moléculaire des mucines : elle en représente donc la fraction majeure. Elle 
est formée d'un nombre élevé de chaînes oligosaccharidiques, linéaires ou 
ramifiées, branchées par 1 iaisons covalentes sur 1 'axe polypeptidique, à la 
manière des poils hérissés d'un goupillon de laboratoire. 

Ces chaînes oligosaccharidiques sont consti- 
tuées de L-fucose, D-galactose, N-acétyl-D-glucosamine et de N-acétyl-D-ga- 
lactosamine, ainsi que d 'acides sial iques (essentiel lement acide N-acétyl- 
neuraminique, parfois acide N-glycollylneuraminique) (Fig. 2). En règle gé- 



Ta b 1 eau 1 : Composi tion-type en acides aminés d'une mucine bronchique 
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nérale, elles ne comportent pas de résidus glucose, mannose ou d'acides uro- 
niques ( Forstner ,1978) . Dutta et al . ( 1982) ont cependant décrit récemment 
dans les mucines sous-maxillaires isolées chez la Chèvre l'existence de 
D-glucose et de D-mannose. Les chaînes sont parfois sulfatées (Havez et al ., 
1976), vraisemblablement au niveau de résidus galactose (Roussel et al., 
1975) ou N-acétylglucosamine (Horowitz, 1967). Le Tableau II, i 1 lustrant la 

composition chimique obtenue par l'analyse de mucines humaines d'origine 
bronchique, salivaire, gastrique, intestinale, colique et cervicale, souli- 
gne la parenté mol4culaire que présentent ces substances. 

Par traitement des mucines en mi lieu alcal in 
en présence de borohydrure de sodium, il a été possible d'établir que - la 
liaison glycanne - protéine est du type O-glycosidique (GalNAc+Ser/Thr), 
s'établissant entre un résidu de N-acétyl-D-galactosamine et un résidu hy- 
droxyaminoacide sérine ou thréonine (Fig. 3) (Ginsburg et a1.,1969; Havez - et 
a1.,1969; Bella et a1.,1972; Kornfeld et a1.,1976). En effet, sous l'action - 
de ce traitement, les liaisons qui répondent 3 cette structure sont rompues 
dans une réaction de B-élimination au cours de laquelle les résidus N-acé- 
tyl-D-galactosamine engagés dans la 1 iaison sont réduits, donnant 1 ' alcool 
correspondant : le N-acétylgalactosaminitol. 

La 1 iaison N-acétylga lactosaminyl -serine (ou 
-thréonine) n'est pas une particularité des mucines : on la retrouve dans de 
nombreuses autres glycoprotéines ( Kornfeld et al., 1976; Strecker et al., 
1979). En outre, par sa nature O-glycosidique et son alcali-labilité, ce 
type de liaison est à rapprocher de celui que l'on peut observer dans les 
protéoglycannes (chondroïtine-su1 fates, dermatane-sulf ate , héparine) , dans 
lesquels cependant l'ose engagé dans la liaison glycanne - proteine est le 
xylose: Xyl+Ser (Lindahl et a1.,1972), (Fig. 4A). Par contre, les liaisons 
rencontrées dans les col lagènes (Butler et al., 1966) ou les glycopeptides 
des membranes basales glomérulaires (Spiro, 1967) sont d' un type sensiblement 
différent : ces liaisons, bien qu'étant aussi de type O-glycosidique, s'éta- 
blissent en effet entre un résidu de galactose et un résidu d'hydroxylysine 
(Gal-Hyl), et sont de plus alcali-stables (Fig. 48). Tout autre enfin est 
la liaison N-acétylglucosaminyl-asparagine (GlcNAcdsn) s'établissant en- 
tre un résidu de N-acétylglucosamine et l'azote amidé d'un résidu d'aspara- 
gine sur 1 'axe polypeptidique (Fig. 4C). Cette liaison de type N-glycosidi- 
que est tres répandue : elle est commune, à quelques exceptions pres, 3 tou- 
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tes les N-glycosyl-protéines telles que par exemple 1' al-glycoprotéine aci- 
de humaine (Schwarzmann et al., 1974), 1 ' ovomucoïde de Poule ( Fournet et al . , 
1974) ou la transferrine humaine (Spik et a1 ., 1975). 

Dans les mucines, la proportion de résidus 
hydroxyaminoacides engagés dans les liaisons glycanne - protéine est élevée, 
corne l'indiquent les résultats du traitement alcalin en présence de boro- 
hydrure sur les mucines bronchiques isolées chez un patient atteint de muco- 
viscidose (Roussel et a1 ., 1975) : sur 100 résidus d'acides aminés, 12 rési- 
dus de serine et 16 résidus de thréonine au moins sont détruits dans ces 
conditions. Bien qu 'un certain nombre de 1 iaisons glycanne-protéines résis- 
tent au traitement alcalin, i l  ne semble pas que ces liaisons soient du type 
N-glycosidique alcali-résistant, s'établissant entre un résidu d'asparagine 
et un résidu de N-acétylglucosamine. En effet, Roussel et a1 .( 1975) ont fait 
remarquer que la pauvreté en acide aspartique de ces glycopeptides résis- 
tants ne plaide pas en faveur de la présence de ce type de liaison. Ils ont 
suggeré que la résistance au traitement alcalin résulte plus vraisemblable- 
ment du clivage de liaisons peptidiques au voisinage du branchement du gly- 
canne sur l'axe polypeptidique, lequel clivage s'oppose à la réaction de 6- 

élimination normalement observée en présence de borohydrure de sodium. Cette 
grande densité d'implantation des chaînes glycanniques dans les mucines, 
dont 1 'axe polypeptidique est ainsi rendu d'accès difficile, a pour consé- 
quence de rendre cet axe particulièrement résistant a l'attaque protéolyti- 
que (Variyam et al., 1983). 

L'une des caractéristiques essentielles de la 
copule glucidique des mucines est la grande hétérogénéité que 1 'on peut ob- 
server dans la longueur des chaînes 01 igosaccharidiques (cette longueur 
peut, selon l'origine du mucus et liespece considérée, varier de 1 a environ 
20 résidus de sucre). Dans les mucines sous-maxillaires de Porc par exemple, 
les séquences oligosaccharidiques qui ont été observées vont du monosaccha- 
ride au pentasaccharide (Carlson, 1968; Kornfeld et a1 . ,1976; Aminoff et al., 
1979; Hounsell et a1.,1980; Van Halbeek et a1 .,1981). A partir de mucines 
bronchiques humaines, isolées chez des patients atteints de bronchite chro- 
nique, Lamblin et al. ( 1980) ont caractérisé 5 01 igosaccharides neutres 
courts (di- et tri saccharides) . La complexité des chaînes glycann iques peut 
être beaucoup plus importante, comme le témoignent les structures prpposées 

' .  



dans le cas de rnucines gastriques (Slomiany et a1 .,1972; Oates et a1 ., 1974; 
Schrager et a1 ., 1974), ou de rnucines de kystes ovariens (Lloyd et al., 1968) 
(Fig. 5). Cette grande variabi 1 ité de la longueur des chaînes glycanniques 
dans les mucines peut naturellement être le reflet de 1 'expression de 1 'ac- 
tivité plus ou moins intense de différentes glycosyltransférases lors de la 
biosynthèse de ces molécules, mais elle peut être aussi la conséquence dans 
une certaine mesure de l'action hydrolytique de glycosidases variées, peut- 
être d'origine bactérienne, sur les mucines au sein des mucus. Dans certains 
cas, les extrémités non réductrices de certaines chaînes oligosaccharidiques 
présentent des structures glycanniques qui sont génétiquement déterminées 
(Roussel et a1 . ,1978; Boat et a1 . ,1980; Hounsel 1 et a1 ., 1982), comme par 
exemple les antigènes ABO(H) des substances de groupe sanguin, les antigènes 
Lewis a et b (Kabat,1973; Watkins,l980), les antigènes 1 et i (Feizi et al., 
1971; Hounsell et al., 1980; Wood et al., 1980), ou encore 1 'antigène SSEA-1, 
antigène embryonnaire récemment décrit par Feizi ( 1981 ) et par Gooi et al ., 
( 1981 ) . Slomiany et al. ( 1982) ont également caractérisé chez le Chien des 
mucines gastriques portant le déterminant de 1 'ant igBne Forssman. 

Une autre source importante d'hétérogénéité 
/des chaînes glycanniques de mucines est représentée par leur degré d'acidité 
très variable (Lambl in et al., 1977a; Forstner, 1978). En effet, de façon plus 
ou moins arbitraire, les rnucines sont classées en trois catégories : les 
unes sont relativement pauvres en résidus acides et sont appelées "rnucines 
neutres", d'autres sont plus riches en acides sialiques qu'en sulfate, les 
dernières enfin sont plus riches en sulfate qu'en acides sialiques. Il est 
intéressant de noter que dans les rnucines provenant du même individu et de 
la même secrétion muqueuse, il coexiste des chaînes a caractère neutre et 
des chaînes a caractère acide, sulfatées et/ou sialidées (Roussel et al ., 
1975; Roberts, 1978a). En outre, comme le schématise la figure 6, on peut 
établir une relation entre le caractère acide de ces chaînes glycanniques et 
leur longueur moyenne (Lambl in et a1 ., 1979) : les mucines riches en acides 
sialiques possèdent les chaînes glycanniques les plus courtes, de l'ordre de 
5 a 6, tandis que les rnucines sulfatées ou les rnucines neutres ont des chaî- 
nes glycanniques en moyenne plus longues. Les groupes sulfate et acide sia- 
1 ique, fortement ionisés, confèrent aux glycoprotéines qui les portent une 
charge négative non négligeable et il est probable que, par la répulsion 
qu'ils contribuent ainsi a développer entre les chaînes glycanniques voisi- 
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nes, ils jouent un rale important dans l'expansion de la structure tertiaire 
et donc dans la viscosité des mucines (Allen, 1978). 

La masse moléculaire des mucines est très élevée, mais el le n'est 
pas connue de façon précise. Cette carence est liée a un certain nombre de 
difficultés : 

1) tout d'abord a la taille même de ces molécules : les 
mucines sont des macromolécules qui, ?i l'état natif, se présentent sous for- 
me agrégée, donnant des solutions visqueuses et possédant une masse évaluée 
à plusieurs millions de daltons; 

2) ce sont en outre des molécules qui établissent faci- 
lement des liaisons faibles avec d'autres constituants présents dans les 
secrétions muqueuses, tels que des lipides, des peptides et des protéines 
variés éventuellement d'origine plasmatique, ou encore des acides nucléi- 
ques. Le procédé de purification des mucines doit permettre d'éliminer au 
maximum ces contaminants, faiblement liés aux mucines proprement dites, mais 
dans le même temps i l  doit rester suffisamment doux pour ne pas fragmenter 
la mucine elle-même; 

3) une autre source d'incertitude sur la masse molécu- 
lai re de ces macromolécules réside dans 1 ' h4térogénéité intrinsèque déja 
signalée de la copule glucidique dont le nombre et la longueur des chajnes 
glycanniques varie d'une mucine à l'autre. 

Compte tenu de la difficulté d 'obtention de mucines "propres", 
compte tenu aussi de 1 'approximation inhérente aux methodes de détermination 
des coefficients de sédimentation, compte tenu enfin de 1 'origine variable 
et de l'hétérogénéité du matériel étudié, i l  n'est pas surprenant de consta- 
ter que les valeurs rapportées pour la masse moléculaire des mucines natives 
soient très dispersées, allant de 1 a 3 000 000 daltons selon les groupes 
qui les ont analysées, (Roberts, 1974; Starkey et al., 1974; Forstner, 1978; 
Allen et a1 ., 1980). 

Il faut enfin remarquer que ious 1 'action d'agents mucolytiques 
tels que les agents réducteurs (2-mercaptoéthanol ou dithiothréitol ),  i 1 est 
observé une diminution considérable de la taille des mucines natives. Ce 
phénomène traduit la dégradation partielle de l'édifice macromoléculaire et 
se manifeste physiquement par la diminution de la viscosité de la solution, 
et par la chute brutale de la masse moléculaire moyenne des mucines. Les 
structures obtenues dans ces conditions ont une masse moléculaire qui s@ 
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situe entre 400 000 et 600 000. Ce comportement est partagé par les mucines 

d'origines les plus diverses telles que par exemple les rnucines bronchiques 
(Degand et a1.,1973c; Creeth et a1.,1977; Lamblin et a1.,1979), les mucines 
gastriques (Snary et al., 1970; Scawen et al., 1977) ou les rnucines cervicales 
(Gelman et a1.,1976). Dans certaines conditions, la diminution de taille mo- 
léculaire après réduction est encore plus spectaculaire : c'est ainsi qu'une 
mucine gastrique de Porc de masse moléculaire égale a 250 000 (Starkey - et 
al., 1974) ou une mucine bronchique de masse égale a 180 000 (Whitney et - - 
a1 ., 1978) ont pu être isolées. - 



II. Organisation moléculaire 

des  mucines 

de diverses origines 



A/ LES MUCINES DIGESTIVES 

Le tractus digestif est tapissé de la bouche au rectum par une 
secrétion riche en mucines. Les élements secrétoires de ce mucus ne sont pas 
également répartis tout au long du tube digestif : le colon et le rectum 
apparaissent en effet beaucoup plus riches en cellules caliciformes que les 
étages supérieurs. Par ses propriétés lubrifiantes, le mucus secrété appor- 
te, quel que soit 1 'étage considéré, une protection efficace de la muqueuse 
sous-jacente contre l'abrasion mécanique causée par le passage des aliments; 
le tapis muqueux constitue aussi pour la paroi une protection contre la me- 
nace chimique que représente la présence des sucs digestifs très actifs dans 
la lumière de l'organe. La menace est sans aucun doute la plus importante 
dans 1 'estomac où 1 'agression vient de deux composants essentiels du suc 
gastrique : 

1) 1 'acide chlorhydrique tout d'abord, dont on sait que 
la concentration peut, lorsque la secrétion est stimulée, atteindre 150 

mmol/l. Williams et al. (1980) et Pfeiffer (1981) ont montré le rale protec- 
teur que jouent les mucines gastriques en s'opposant à la diffusion des 
protons. Nimmerfall et al. (1980) et Smithson et al. (1981) ont également 
exploré la diffusion de nombreuses autres substances au travers du tapis 
muqueux couvrant la muqueuse intestinale. Il a ainsi été montré que le mucus 
constitue une barrière importante à la diffusion des produits alimentaires 
vers les sites spécifiques intestinaux d'absorption, de transport et de di- 
gest ion. 

2) la pepsine ensuite, enzyme protéolytique dont 1 'ac- 
tion est facilitée par l'acidité du milieu . 

Les principaux travaux sur les rnucines digestives ont été consa- 
crés à l'étude des mucines gastriques, intestinales et coliques. De l'ensem- 
ble important des résultats enregistrés au cours de ces travaux, i l  apparalt 



que ces mucines manifestent les caractères physiques et chimiques communs à 

toutes les muc ines, caractères dé ja évoqués précédemment. El les man if estent 
aussi certaines particularités , en particul ier de structure tertiaire, par- 
ticularités qui laissent penser a une certaine spécialisation de ces molécu- 
les selon 1 'étage digestif considéré. 

1) Organisation moléculaire des mucines sa1 ivaires. 

Les glandes sous-maxillaires et sublinguales sont avec les nom- 
breuses glandes salivaires accessoires (labiales, palatines, jugales et lin- 
guales), à l'origine des mucines salivaires; mais, si par le volume de sali- 
ve secrété, le r6le de ces dernières glandes est mineur, ce sont elles qui 
cependant constituent 70% de 1 'origine des mucines sa1 ivaires (Tabak et al., 
1982). Ces mucines exercent de nombreuses fonctions biologiques : el les 
assurent la lubrification des muqueuses buccales, facilitant le cheminement 
du bol alimentaire vers l'oesophage; elles assurent aussi une fonction de 
protection de ces muqueuses contre la dessication et les agressions exogènes 
chimiques ou physiques; elles interviennent également dans la régulation de 
la flore bactérienne locale en permettant l'adhérence et le développement 
sur les muqueuses ou l'émail dentaire de certains microorganismes, mais, par 
phénomène de compétition, ces mucines peuvent aussi s'opposer a l'implanta- 
tion d 'autres microorganismes qui se trouvent donc déplacés et entraînés 
vers les voies digestives basses et ainsi épurés. 

De très nombreuses études ont été réalisées sur les mucines sali- 
vaires dans différentes espèces animales, parmi lesquelles : 

- 1 'Homme : ûemrawsingh et al . ( 1974), Prakobphol - et 
al. (1982), Roukema et al. (1982); - - le Singe : Herzberg et al. (1979), Hatton et al. 
( 1982) ; 

- le Mouton : Hill et al. (1977aY1977b), Sachdev et al. 
( 1979) ; 

- le Porc : Carlson ( 1968), De Salegui et al. ( 1969), 
Gottschalk et al. ( 1972); 

- le Rat : Malinowski et al. ( 1981); 
- le Chien : Lombart et al. (1972,1974); 



- la Chèvre : Dutta et al. ( 1982) ; 
- le Boeuf : Tettamanti et al. (1968), Pigman et al. 

( 1973) ; 
- le Tatou : Wu et al. (1979). 

Chez l'Homme et le Singe, ces études ont été menées sur la salive 
extraparotidienne; dans les autres espèces, le matériel utilisé était cons- 
titué des homogénats de glandes sous-maxillaires. 

Les méthodes mises en oeuvre pour l'isolement et la purification 
des mucines salivaires ont également été très variées : 

- chauffage à 100 OC, extraction par le chloroforme et 
filtration sur Biogel P-300 (Oemrawsingh et a1 .,1974); 

- chauffage 3 100°C puis filtration sur Sephacryl S-200 
(Mal inowski et al., 1981). 

- fi ltration sur Sephadex G-200, réduction, fi ltration 
sur Sepharose CL-2B en urée 6M, puis échange ionique sur CM52-Cellulose en 
uree 6M (Herzberg et al., 1979) ; 

- formation d'un complexe par le bromure de cetyltrime- 
thylammonium (Cetavlon), puis précipitation fractionnée par 1 'éthanol (Tet- 
tamanti et a1.,1968); 

L'examen des résultats d'analyse chimique des substances isolées 
montre d'une façon, générale une composition en acides aminés caractéristique 
des mucines (Tab. III). Il convient cependant de remarquer pour plusieurs de 
ces mucines une faible teneur ou même 1 'absence de certains acides aminés 
tels que cystéine, méthionine, tyrosine, phénylalanine ou histidine. Chez le 
Rat, la teneur en acides aminés basiques, en particulier en lysine, est ex- 
ceptionnel lement élevée (Malinowski et al., 1981). Cette particularité pour- 
rait, selon ces auteurs, jouer un r81e physiologique dans les propriétés 
tampon des secrétions salivaires chez le Rat. 

Contrastant avec la relative stabilité de composition du squelette 
peptidique, les chaTnes oligosaccharidiques, qui apparaissent toujours bran- 
chées par des liaisons O-glycosidiques sur des résidus de sérine ou de 
thréonine, manifestent selon les especes considérées une assez grande varia- 
bilité dans leur composition et leur structure (Fig. 7). Les données struc- 
turales ont été rassemblées dans quelques revues générales importantes : 
Gottschalk et al. (1972), Kornfeld et al. (1976), Strecker et al. (1979), 
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Tabak et al. (1982). 
Les oses constitutifs de ces chaînes glycanniques sont en général 

représentés par du L-fucose, du D-galactose, de la N-acétyl-D-glucosamine, 
de la N-acétyl-D-galactosamine et de 1 'acide sialique. Il est iî remarquer 
cependant que Dutta et al. (1982) ont isolé il partir des rnucines sous-maxil- 
laires de la Chèvre des glycopeptides qui comportent aussi du D-glucose et 
du D-mannose . 

La structure glycannique la plus simple, retrouvée dans les muci- 
nes sous-maxillaires du Porc (Carlson, 1968) et du Tatou (Wu et a1 ., 1979), 
est constituée par un résidu de N-acétyl-D-galactosamine; cette osamine peut 
être liée iî un acide sialique par liaison ~ ~ ( 2 d )  comme dans les mucines 
sous-maxi 1 laires du Boeuf et du Mouton (Bert01 ini et al., 1970; Gottschalk et - 
a1 ., 1972) ou encore du Tatou (Wu et al., 1979). - 

Les structures plus complexes comportent presque toutes le noyau 
de base galactose 8( 1-3) N-acétyl-D-galactosamine+Ser/thr. Chez le Porc, 
la complexité des chaînes glycanniques est très variable, al lant du mono- 
saccharide au pentasaccharide, celui-ci constitué de fucose, galactose, N- 
acétyl-D-galactosamine et acide sialique (Carlson,1968; Aminoff et al., 
1979). Une controverse est née entre ces deux auteurs sur la position de 
l'acide sialique dàns la chaîne oligosaccharidique : selon Carlson, dont les 
structures avaient été établies par plusieurs techniques dont 1 'oxydation 
periodique, les réactions enzymatiques et les réactions de méthylation, 1 ' a- 
cide sialique était lié par liaison ~(2-6) au résidu de N-acétyl-D-galac- 
tosamine lui-même engagé dans la liaison O-glycosidique; cependant Aminoff 
et al., sur la base de résultats d'oxydation periodique, ont proposé ulté- 
rieurement que l'acide sialique pouvait aussi se lier par liaison ~(2-6) 
au résidu de galactose. Un terme provisoire a été apporté il cette controver- 
se par Van Halbeek et al. (1981) qui, a partir de données tirées de la spec- 
troscopie RMN du proton a 360 MHz et confrontées aux résultats de methyla- 
tion et de spectrométrie de masse, ont montré qu'en aucun cas le résidu 
d'acide sialique ne se fixait sur le galactose. 

Ces variations de composition, de taille et de charge des chaînes 
glycanniques constituent pour les mucines salivaires une source importante 
de microhétérogénéité. Ce1 le-ci peut, selon Tabak et al. ( 1982), être le re- 
flet de la présence de chaînes incomplètes correspondant iî autant d'étapes 
intermédiaires dans la biosynthèse des chaînes glycanniques; elle peut éga- 



lement résulter d'une dégradation plus ou moins importante de ces chaTnes 
sous l'action de glycosidases agissant in vivo, ou encore induite in vitro 
par certaines méthodes d'isolement et de purification des mucines. 

Sachdev et a 1 . ( 1979), uti 1 isant des sondes fluorescentes, ont 
montré 1 'existence dans les muc ines sous-maxi 1 laires de Mouton de régions 
hydrophobes nettement individualisées; jointe au fait que dans quelques mu- 
cines d'autres origines (Scawen et a1.,1977; Feldhoff et a1.,1979), il  a été 
établi qu'il existait des zones glycosylées et des zones non glycosylées, 
ces dernières riches en acides aminés soufrés et hydrophobes, cette observa- 
tion apporte un argument solide à l'hypothèse que les mucines sous-maxillai- 
res seraient également au moins chez le Mouton, constituées de deux types de 
domaines structuraux, l'un glycosylé et l'autre non glycosylé. La distribu- 
tion de ces deux types de régions dans la mucine n'est pas connue. Selon 
Hi 11 et al. (1977b), dans les mucines sous+naxil laires de Mouton, ces zones 
seraient réparties au hasard le long de 1 'axe peptidique avec les hydroxy- 
aminoac ides, points de branchements des chaînes glycanniques , apparaissant 
en groupes de 3 à 9 résidus et constituant un acide aminé sur deux. Ces seg- 
ments glycosylés seraient séparés les uns des autres par des zones non gly- 
cosylées longues de 4 à 7 acides aminés autres que sérine ou thréonine. Par 
contre, chez le Boeuf, les mucines sous-maxillaires seraient selon Pigman - et 
al. (1973) constituées de motifs répétitifs de 28 acides aminés chacun. - 

En ce qui concerne la masse moléculaire des mucines salivaires, i l  
y a des variations considérables qui, dans une certaine mesure, apparaissent 
liées à la concentration protéique et à la force ionique du milieu. 

Chez le Mouton par exemple, les mucines isolées par Tet- 
tamanti et al. ( 1968) présentent une masse moléculaire de 394 000 en solu- 
tion dans du NaCl 0.2M; à plus faible force ionique, la masse moléculaire a 
été estimée à 1 300 000 (Gottschalk et al., 1972). Toujours chez le Mouton, 
Hill et al. (1977a) ont montré que la masse moléculaire des mucines sous-ma- 
xillaires passait de 547 000 en solution dans du NaCl 0.5M à 155 000 dans du 
NaCl 2M; ces mêmes auteurs ont observé que dans le NaCl 0.5M, les masses mo- 
léculaires de l'asialomucine obtenue par action de la neuraminidase sur la 
mucine native, et celle de l'apomucine résultant de l'action de 1.'-N-acé- 
tylgalactosaminidase sur llasialomucine, etaient respectivement de 224 000 



et 58 300. En utilisant les résultats de composition chimique et en prenant 
corne masse moléculaire cette valeur de 58 300, il  apparaît que l'apomucine 
serait constituée d'environ 650 acides aminés dont 204 résidus de sérine ou 
de thréonine; en supposant que tous ces hydroxyaminoacides seraient engagés 
dans une liaison O-glycosidique avec un résidu de N-acétylgalactosamine, et 
sachant par 1 'analyse chimique que 86% de ces derniers portent un acide sia- 
lique, le calcul a montré que la masse moléculaire élémentaire de la mucine 
sous-maxillaire serait de 154 150, valeur très proche de 155 000 qui est la 
masse moléculaire apparente de la mucine en solution dans un tampon de force 
ionique élevé (NaCl 2M). A partir de ces données, Hi 11  et al. ( 1977a) ont 
émis l'hypothèse que chez le Mouton, les mucines sous-maxillaires pouvaient 
se présenter soit sous forme de monomères en solution aqueuse diluée, soit 
sous forme polymérisée lorsque la force ionique du milieu augmente. 

Ayant observé que les mucines de la salive sous-maxil- 
laire pouvaient migrer par électrophorèse dans un gel de polyacrylamide 3 a 
7,5%, mais que les mucines directement extraites des glandes restaient au 
dép6t en raison probablement de leur taille trop élevée, Tettamanti et al. 
(1968) ont émis 1 'hypothèse que lors du phénomène de secrétion salivaire, i l  
se produisait une dépolymérisation des mucines libérées par les cellules, 
donnant des molécules plus petites. Les résultats obtenus par Oemrawsingh - et 
al. ( 1974) chez 1 'Homme, qui montrent que les mucines extraites des glandes - 
sous-maxillaires ont une masse moléculaire au moins égale 3 300 000, ne 
plaident cependant pas en faveur de cette dépolymérisation. 

La nature des interactions qui s'exercent ainsi entre les sous- 
unités des mucines reste mal connue. 

Le r61e des liaisons covalentes du type ponts disulfure 
reste très controversé. I l  n'a pas été possible de mettre en évidence de ré- 
sidus de cystéine dans les mucines isolées chez le Mouton (Hill et al., 
1977a), le Boeuf (Tettamanti et a1.,1968), le Porc (De Salegui et a1.,1969) 
ou le Tatou (Wu et al., 1979) ; par contre de faibles teneurs de cet acide 
aminé ont été enregistrées dans les mucines préparées chez 1 'Homme (Prakob- 
ph01 et al ., 1982), le Singe (Herzberg et al., 1979), le Chien (Lombart - et 
a1 ., 1972) et la Souris (Roukema et a1 ., 1976). Bservant que la réduction- - 
alkylation des mucines salivaires entraîne chez le Singe l'apparition de 
composants de plus faible masse moléculaire, Herzberg et al . ( 1979) ont es- 



timé que des liaisons disulfure entre sous-unités pouvaient expliquer, en 
partie du moins, la stabilisation de l'édifice macromoléculaire dans la mu- 
cine native. 

Les agents habituels de dissociation des liaisons non 
covalentes utilisés par Hill et al. (1977a), tels que 1 'urée 8M, le chlorhy- 
drate de guanidine 7M ou le SDS à 0,1%, n'ont pas permis de réduire la tail- 
le des mucines chez le Mouton. 

Les forces ioniques au sein des mucines semblent jouer 
un rale important. Hi1 1 et al. ( 1977a) ont montré, toujours chez le Mouton, 
que la force ionique du solvant était un facteur déterminant dans le degré 
d'association de ces molécules; ces auteurs ont également observé que la 
dansylation, qui bloque les fonctions aminées 1 ibres des mucines, entraîne 
la libération de peptides contaminants, traduisant probablement une diminu- 
tion des interactions électrostatiques entre les fonctions €-aminées portées 
par des résidus de lysine et des fonctions B- ou Y-carboxyliques libres 
appartenant aux mucines sous-maxi 1 laires (Tabak et al., 1982) . Prakobphol - et 
al. (1982) ont également mis en évidence des interactions ioniques entre les - 
mutines et des peptides contaminants de plus faible masse moléculaire. 

Tabak et al. (1982) ont insisté sur le rale possible que 
pourraient jouer les ions calcium: ceux-ci peuvent en effet participer à la 
formation de complexes ioniques entre des résidus d'acide sialique ou des 
résidus de sulfate appartenant 3 des sous-unités différentes de mucines. 

Hill et al. (1977a) ont invoqué la participation proba- 
ble d'interactions glycannes-protéines et/ou glycannes-glycannes : en effet, 
chez le Mouton, 3 force ionique constante (NaCl 0.5M), les mucines natives 
se présentent comme des tétramères, les asialomucines comme des dimères et 
les apomucines comme des monomères; en outre, ces auteurs ont estimé que 
dans des conditions d' isolement différentes i 1 est possible d 'envisager 
l'obtention d'oligomeres encore plus volumineux. Ces observations montrent 
clairement 1 ' importance du degré de glycosylation de la chaîne polypept idi- 
que dans la tendance de la mucine à se polymériser, et peut être une expl i- 
cation, au moins partiel le, des nombreuses divergences enregistrées dans l a 
détermination de la masse moléculaire des mucines . 

Tabak et al. (1982) ont rappelé la contribution des in- 
teractions hydrophobes entre chaînes latérales d'acides aminés non polaires 
dans la stabilisation de la structure macromoléculaire des mucines salivai- 



res. Du fait de la distribution particulière de ces acides aminés le long de 
1 'axe polypeptidique, ces 1 iaisons hydrophobes pourraient s 'établir de façon 
préférentielle entre les zones non glycosylées des mucines. Par contre Clamp 
et al. (1978) ont estimé que, en raison de la forte densité des chaînes gly- 
canniques 3 ce niveau, i l  est probable que dans les zones glycosylées des 
mucines, 1 'axe polypeptidique offre 1 ' aspect d'une chaîne enroulée au hasard 
("random coi 1" ) , avec des structures secondaire et tertiaire lâches, donc 
flexibles. 

21 Oraanisation moléculaire des mucines aastriaues. 

Le gel muqueux obtenu par raclage de la muqueuse gastrique est de 
nature hétérogène, comportant principalement ( 60%, plp) des glycoprotéines 
de type mucine, mais aussi des constituants mineurs tels que des protéines 
diverses, un peu d'acides nucléiques et des débris cellulaires. 

De nombreux travaux ont été réalisés sur la structure des mucines 
gastriques. Ce sont les mucines obtenues chez le Porc qui ont été le plus 
étudiées (Snary et al., 1970; Allen et al., 1972; Scawen et al., 1977) . Chez 
1 'Home, où des difficultés de recueil de materiel suffisant se posent, des 
travaux similaires ont pu cependant être faits sur du mucus recueilli par 
aspiration gastrique ou par raclage de la muqueuse de pièces de gastrectomie 
(Schrager,1969; Schrager et a1.,1974; Pearson et a1.,1980). Slomiany et al. 
(1983) ont étudié les mucines isolées directement à partir du contenu gas- 
trique d'enfants atteints de mucoviscidose. Ce mode de recueil n'excluant 
pas une contamination d'origine salivaire ou trachéo-bronchique, il n'est 
donc pas absolument certain que le matériel examiné par ces auteurs soit ex- 
clusivement d'origine gastrique. 

Ces travaux ont montré que la viscosité du mucus gastrique natif 
et son aptitude 3 former un gel étaient liées à la présence de mucines poly- 
mérisées dont la masse moléculaire, déterminée par mesure de la vitesse de 
sédimentation, est environ de 2 000 000 (Allen et a1.,1972; Allen,1978). La 
solubilisation du mucus, se traduisant physiquement par une diminution im- 
portante de la viscosité aboutissant à la perte de la structure en gel, peut 



être obtenue soit par protéolyse (action de la trypsine, de la pepsine, de 
la pronase ou de la papaïne), soit par réduction au moyen d'agents à fonc- 
tion thiol libre (2-mercaptoéthanol 0.2 M par exemple). Les mucines ainsi 
traitées manifestent une chute importante de leur masse moléculaire qui de- 
vient voisine de 500 000. 

Ces résultats ont amené Snary et al . ( 1970) à proposer pour les 
mucines gastriques natives de Porc une structure polymérique constituée de 
quatre sous-unités identiques (ou tout au moins très apparentées), de masse 
unitaire 500 000, et reliees entre elles par des ponts disulfure. Ultérieu- 
rement, des travaux simi laires ont conduit Pearson et al. ( 1980) à formuler 
les mêmes hypothèses sur la structure polymérique des mucines gastriques hu- 
maines, et selon ces auteurs, cette polymérisation des mucines, qui favorise 
la formation d'un gel à la surface de la muqueuse gastrique, joue un rôle 
physiologique capital dans la protection de l'organe contre le phénomène 
d'autodigestion. Le gel muqueux constituerait en effet un frein a la diffu- 
sion des protons, ce qui, combiné 3 1 'action neutralisante de la secrétion 
pariétale dl ions bicarbonates (Allen et al., 1980), contribuerait à dresser 
une barrière au devant de l'agression que représente le suc gastrique. Le 
tapis muqueux, polymérisé a 1 'état natif, pourrait cependant être 1 'objet 
d'une certaine attaque protéolytique par la pepsine du suc gastrique, ce qui 
conduirait a la solubilisation et 3 la dégradation de la structure tétramé- 
rique des mucines en ses sous-unités. Ce phénomène serait bien entendu nor- 
malement compensé par la secrétion par la muqueuse d'une quantité de mucines 
natives intactes égale à la quantité dégradée. Il y a en faveur de la réali- 
té de cette dégradation partielle des mucines gastriques in vivo des argu- 
ments tels que l'analyse du mucus en gel filtration qui montre sur colonne 
de Sepharose 2B la rétention d 'une fraction mineure de mucines (moins de 20% 
en poids); la majeure partie de ces mucines, restées sous forme polymérisée, 
étant exclue du gel (Pearson et a1 ., 1980). 

L'analyse chimique des mucines gastriques de Porc solubilisées et 
purifiées par centrifugation à l'équilibre en gradient de densité de chloru- 
re de césium, puis soumises 3 1 'action de divers enzymes protéolytiques 
(trypsine, pepsine ou pronase) (Scawen et al., 1977), a montré que, par rap- 
port au matériel de.départ, cette digestion entrainait une diminution de la 



teneur globale en acides aminés d'environ 3% (p/p), ce qui correspond à une 
réduction de 18 à 25% de la partie protéique de la molécule; ce traitement 
n'entraîne par contre aucune perte de la fraction glycannique. En outre, 
l'étude de la composition des produits de protéolyse a montré que la diminu- 
tion de la teneur des divers acides aminés était dissociée : insignifiante 
en ce qui concerne la sérine, la thréonine et la proline, mais beaucoup plus 
importante dans le cas de 1 'acide aspartique, de 1 'acide glutamique, de la 
cystéine, de la tyrosine, de la phénylalanine, de l'histidine, de la lysine 
et de l'arginine. 

Ces constatations ont amené Scawen et Allen (1977) à proposer que 
la mucine gastrique de Porc était constituée de deux régions distinctes : 

a) une région majeure (représentant au moins 75% de 1 lé- 

dif ice) , glycosylée, résistante à 1 'attaque protéolytique et particulière- 
ment riche en sérine et thréonine, sites dl implantation des chaînes glycan- 
niques sur l'axe polypeptidique; 

b) une région non glycosylée, sensible à la protéolyse, 
plus riche en acides aminés dicarboxyl iques et en cystéine. 

L'étude ultérieure réalisée par Pearson et Allen ( 1980) a montré 
que cette hypothèse pouvait aussi expliquer le comportement des mucines gas- 
triques d ' origine humaine en presence des enzymes protéolytiques. 

Une telle organisation moléculaire en deux zones glycosylée et non 
glycosylée avait déjà été proposée antérieurement pour expliquer l'action de 
la papaïne sur les glycoprotéines entrant dans la structure des substances à 

activité de groupe sanguin (Dunstone et al., 1965; Kristiansen et al., 1968), 
ou celle de la pronase sur les glycoprotéines de type mucine isolées à par- 
tir des liquides de kyste ovarien (Pusztai et a1 ., 1961). 

Utilisant la méthode de dansylation, Scawen et Allen ont trouvé 
que chez le Porc les mucines gastriques natives et les mucines traitées par 
la trypsine présentaient les mêmes acides aminés N-terminaux : phénylalani- 
ne, valine et isoleucine; ceci les a conduit à suggérer que la région non 
glycosylée sensible à la protéolyse se trouverait à l'extrémité C-terminale 
de 1 a chaîne polypept idique (Scawen et al., 1977) . 

Remarquant d'une part que les mucines gastriques natives d'origine 
porcine (Scawen et a1 ., 1977) ou humaine (Pearson et a1 ., 1980) pouvaient être 



scindées en leurs sous-unités aussi bien par action du 2-mercaptoéthanol 0.2 
M que par protéolyse, et d 'autre part que les résidus de cystéine faisaient 
partie des acides aminés perdus au cours de la digestion protéolytique, le 
groupe diAllen a estimé que les quatre sous-unités constitutives des mucines 
polymérisées dans le mucus non dégradé étaient reliées entre elles par 1 in- 
termédiaire de ponts disulfures, et que ces liaisons covalentes étaient si- 
tuées dans la fraction non glycosylée, donc sensible 3 1 'action des enzymes 
protéolytiques . 

Pour illustrer la structure tertiaire des mucines gastriques, ce 
groupe a proposé un modèle dit "moulin à vent" ("windmill") qui tient compte 
des différentes observations faites au cours de 1 'étude de ces mucines (Al- 
len et a1.,1976; Allen,1978). La figure 8 donne une représentation schémati- 
que de ce modèle. 

Cependant des travaux recents par Pearson, Allen et Parry ( 1981) 

sur l'étude des mucines gastriques du Porc et de l'Homme après traitement 
par les agents réducteurs et/ou protéolytiques, ont amené leurs auteurs à 

remanier très sensiblement les hypothèses précédemment émises sur le mode 
di association des sous-unités de mucines au sein de la macromolécule native. 
Les expériences chez le Porc ont été réalisées sur une fraction de mucines 
polymères préparées à partir de mucus gastrique solubilisé en chlorure de 
sodium 0,2 My puis purifiées en deux étapes : chromatographie de gel filtra- 
tion sur Sepharose 4B puis, sur la fraction exclue du gel, centrifugation 3 
1 'équilibre dans un gradient de densité de chlorure de césium (Fig . 9). Les 
mucines natives ainsi obtenues ont servi de matériel de départ à un certain 
nombre d'expériences qui ont amené à faire les observations suivantes : 

a) les mucines ainsi préparées ne migrent pas à 1 'élec- 
trophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS, ce qui témoigne de 
l'absence de toute contamination par d'autres protéines qui leur seraient 
1 iées par 1 iaisons non covalentes; 

b) el les libèrent par contre par électrophorèse en gel 
de polyacrylamide en présence de SDS et de 2-mercaptoéthanol 0.2 M une 
fraction protéique dont la masse moléculaire a été estimée à 70 000. C'est 
donc la seule action réductrice du 2-mercaptoéthanol qui permet la libéra- 
tion de ce fragment protéique puisque l'électrophorèse en présence de SDS 
sans agent reducteur demeure sans effet sur.les mucines natives; 
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c) le fractionnement des mucines natives sur Sepharose 
28 donne un pic de glycoprotéines totalement exclues du gel; cependant après 
réduction par le 2inercaptoéthanol 0.2 M, une grande partie de ces glycopro- 
téines est partiellement retenue, témoignant d'une chute importante de leur 
masse moléculaire. Dans ces conditions, i l  apparaît en outre dans les frac- 
tions fortement retenues par la colonne une quantité non négligeable de sub- 
stances absorbant à 280 nm mais non colorées par le réactif PAS. L'examen de 
ce matériel a l'électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS 
permet également de mettre en évidence une bande protéique de masse molécu- 
laire voisine de 70 000; 

d) le même recul en Sepharose 2B peut être obtenu par 
filtration des mucines digérées par la papaïne, mais dans ce cas la propor- 
tion de protéines de masse moléculaire 70 000 est reduite, et i l  apparaît 
en outre de nouvelles bandes protéiques de plus faible masse moléculaire ( 10 

à 12 000); 
e) la protéine de masse moléculaire 70 000 a été isolée 

à partir des mucines natives grace à une deuxième centrifugation à l'équili- 
bre dans un gradient de densité de chlorure de césium en présence de 2- 

mercaptoéthanol 0.2 M. 

Cette protéine, qui sur le plan pondéral représente en moyenne 
3,5% de la glycoprotéine native, a été analysée sur les plans chimique et 
immunologique. Les principaux résultats obtenus sur le plan chimique ont été 
les suivants : richesse particulière en glycine, acide glutamique et acide 
aspartique; présence de cystéine en quantité appréciable; absence de galac- 
tosamine ou de glucosamine. Il est 3 noter que cette composition en acides 
aminés est différente de celle de la sérumalbumine humaine. Sur le plan im- 
munologique, aucune réaction n'a été notée entre la protéine de masse molé- 
culaire 70 000 et divers ant isérums ut i 1 isés : sérum ant i-pièce secrétoi re 
humaine, sérum ant i-IgA humaine, sérum ant i-immunoglobul ines humaines, sérum 
anti-albumine humaine ou bovine. Cependant i l  n'est pas à exclure que l'ab- 
sence de réactivité immunologi que man ifestée par cette protéine de masse mo- 
léculaire 70 000, isolée à partir des mucines gastriques de Porc, ne soit 
liée, en partie du moins, au fait que les antisérums utilisés étaient diri- 
gés contre des protéines d'origine non porcine. ,f .- 

I 
+..: -. -/ 



Sur la signification de cette protéine non glycosylée dont la com- 
position en acides aminés est différente de celle d'une mucine réduite, et 
dont la teneur est telle qu'elle existerait dans un rapport 1/1 au sein de 
la molécule native polymère (2 000 000 x 3.5/100 = 70 000) , 1 ' interprétation 
suivante a été proposée par Pearson et al. (1981): cette protéine aurait un 
r6le structural central dans la macromolécule; elle serait en effet reliée 
par 1 iaisons covalentes disulfure aux quatre sous-un ités de la mucine native 
polymère. La réduction par le 2-mercaptoéthano1, en scindant ces liaisons 
libérerait d 'une part !es quatre sous-unités dont la masse moléculaire 
unitaire est voisine de 500 000, et d'autre part la protéine de masse molé- 
culaire 70 000. Par protéolyse, on assiste encore à la libération des quatre 
monomères, mais la protéine centrale non protégée de 1 'action protéolytique, 
puisque non glycosylée , serait dégradée en petits peptides. 

En conséquence, le modèle précédemment avancé par Allen et al. 
( 1976,1978) (Fig . 8) pour il lustrer 1 'organisation macromoléculaire des mu- 
cines gastriques, a été remis en cause, en ce qui concerne tout au moins la 
partie centrale de l'édifice sur laquelle sont fixées par liaisons covalen- 
tes les quatre sous-unités du polymère. lh nouveau schéma d'organisation a 
donc été proposé (Fig . 10) dans lequel la structure 1 iant par 1 iaisons di- 
sulfure les quatre sous-unités glycoprotéiques est constituée par la proté- 
ine de masse moléculaire 70 000 (Allen et al., 1978,1982; Allen, 1983a). 

Ce schéma paraît séduisant, mais il  est encore probablement incom- 
plet. En effet, Slomiany et al. ( 1983) ont récemment mis en évidence, en 
particulier au cours de la mucoviscidose, la participation de quantités non 
négligeables de lipides dans la composition chimique des mucines gastriques 
natives. 

Ces lipides, qui résistent a la délipidation et parais- 
sent donc liés de façon covalente au reste de la molécule, sont constitués 
d'esters d'acides gras; la distribution de ces acides gras ne paraît pas la 
même tout au long de la molécule: leur proportion est en effet plus élevée 
dans les zones résistant à la protéolyse. La présence, au cours de la muco- 
visc idose, de quantités anormalement élevées de ces 1 ipides dans les mucines 
pourrait ainsi constituer une protection de ces dernières contre l'attaque 
protéolytique et en conséquence perturber leur métabolisme normal. Cette 





anomalie, jointe à une possible réduction de la solubilité des mucines du 
fait de leur richesse en lipides, pourrait, selon Slomiany et al. (1983), se 
traduire par llaccumulation d'un mucus épais dans les glandes exocrines, et 
ainsi expliquer la pathogénie de la mucoviscidose. 

3) Organisation moléculaire des mucines intestinales. 

Avec seulement 15% (plp) de mucines, le mucus intestinal apparaît 
encore plus contaminé que le mucus gastrique : la teneur en protéines y est 
de 80% (plp) et celle des acides nucléiques de 5% (plp) ( Ferencz et al., 
1980; Allen et al. 1982) . 

Le mucus intestinal a fait l'objet de nombreux travaux, tant chez 
le Rat (De Luca et al., 1970; Bel la et al., 1972; Forstner et al., 1973), que 
chez le Porc (Mantle et a1 ., 1981a, 1981b; Allen et a1 ., 1982) ou encore chez 
1 ' Homme (Jabbal et a1 . ,1976; Forstner et al., 1978,1979) . Des protocoles va- 
riés ont été mis en oeuvre qui ont permis d'isoler des fractions riches en 
mucines; cependant l'analyse ultérieure de celles-ci n'a pas toujours pro- 
duit des résultats de composition chimique convergents et, dans ces condi- 
tions, i l  n'est donc pas trop surprenant que ces résultats aient parfois 
donné 1 ieu à des interprétations différentes de structure moléculaire. 

- Dans le groupe de Forstner et Jabbal (1973), les muci- 
nes ont été préparées chez le Rat par homogénéisation du produit de raclage 
de la muqueuse intestinale en tampon EDTA puis, après une centrifugation à 

36 0009, par chromatographie de gel filtration du surnageant sur Sepharose 
48. En outre, chez l'Homme, le matériel exclus ainsi recueilli, dénommé "mu- 
cin 1", a été soumis soit à une nouvelle chromatographie de gel filtration 
sur Sepharose 2B produisant une nouvelle fraction, appelée "FA", riche en 
mucines et non retenues per le gel (Jabbal et al., 1976), soit à une chroma- 
tographie d'échange ionique sur DEAE-Biogel avec élution de la fraction en- 
richie en mucines, appelée "mucin 2", par un tampon phosphate-urée 6M (Fors- 
tner et al., 1979). 

- Les mucines isolées par Mantle et Allen ( 1981a) à par- 
tir du mucus intestinal de Porc ont été préparées par homogénéisation du 
produit de raclage de la muqueuse dans NaCl 0 . 3  et centrifugation à 6 0003 



pour éliminer les débris ce1 lulaires, puis purifiées par deux étapes succes- 
sives dl ultracentrifugation à 1 'équi 1 ibre dans un gradient de chlorure de 
césium, suivies par une filtration sur Sepharose 4B. Cette technique d'ul- 
tracentrifugation à l'équilibre en gradient de chlorure de césium avait déjà 
été utilisée précédernent pour l'isolement de diverses mucines telles que 
les mucines bronchiques (Creeth et al., 1977,1978), les muc ines du 1 iqu ide de 
kyste ovarien (Creeth, 1978), ou encore les mucines gastriques de Porc (Star- 
key et al., 1974) ou gastriques humaines (Pearson et a1 . ,1980) . De 1 'avis de 
ces auteurs, cette technique s'est révélée intéressante car, en diminuant 
l'intensité des liaisons non covalentes dans les fractions étudiées, elle 
conduit en effet à l'obtention de mucines très peu contaminées par des pro- 
téines ou des acides nucléiques. Ce schéma de fractionnement a permis à 

Mantle et Allen d'isoler une fraction glycoprotéique apparaissant homogène 
en gel filtration et à l'ultracentrifugation analytique, et indemne de toute 
contamination comme l'attestent les résultats de l'électrophorèse en gel de 
polyacrylamide en présence de SDS à 1%, ou encore la résistance à la disso- 
piation par les agents de clivage des liaisons non covalentes. 

- Plus antérieurement encore, des mucines intestinales 
ont été isolées selon une procédure comportant aussi une étape de filtration 
sur gel : 

a) la procédure utilisée par De Luca et al. 
( 1970) comportait 1 ' homogénéisation du produit de raclage intest inal, puis 
la précipitation par l'éthanol 3 chaud (bain-marie bouillant), une extrac- 
tion par le mélange éthanol-éther, la digestion protéolytique du résidu par 
la trypsine puis la pronase, une étape de chromatographie d'échange ionique 
(DEAE-Sephadex A-50) suivie d'une chromatographie de gel filtration d'abord 
sur Sepharose 48 puis sur Sepharose 28; 

b) les mucines isolées par Bel la et al. ( 1972) 
ont été préparées par homogénéisation du produit de raclage de la muqueuse 
intestinale, puis par action brève de la chaleur (50 OC, 10 mn), précipita- 
tion par le Cetavlon et l'éthanol, purification sur colonne de DEAE-Cellu- 
lose et enfin gel filtration sur Sepharose 4B. 

A l'analyse chimique, les fractions ainsi isolées manifestent tou- 
tes une composition typique de mucines (Tab. IV). Cependant, lorsque 1 'on 
compare les résultats obtenus dans ces divers groupes, on est frappé par la 
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variabilité de certains d'entre eux. C'est ainsi par exemple que, selon l'é- 
tude considérée, la teneur molaire en fucose est d'une façon générale plus 
importante chez le Rat et chez 1 'Homme que chez le Porc; la teneur molaire 
en hexosamines est plus faible chez le Rat que chez le Porc ou chez l'Homme; 
la proportion de résidus de N-acétylgalactosamine est plus élevée chez le 
Porc, ce qui laisse présager que dans cette mucine la longueur moyenne des 
chaînes glycosylées est assez courte; la teneur molaire en acides sialiques 
est beaucoup plus faible chez l'Homme que chez le Rat et surtout chez le 
Porc; la teneur en sulfate est également très variable. Concernant les aci- 
des aminés, il  y a aussi d'assez grandes variations : en particulier la te- 
neur globale en acides aminés peut varier de 19,6% (plp) chez le Porc (Man- 
tle et a1.,1981a; Allen et a1.,1982) a 6,3% (p/p) chez l'Homme (Forstner - et 
al., 1979) ; la teneur en hydroxyaminoacides , en acides aminés d icarboxyl iques - 
et en cystéine varie également dans d'assez larges proportions. Il est donc 
clair, au vu de ces compositions chimiques, que les mucines intestinales 
étudiées dans les divers groupes signalés sont différentes les unes des au- 
tres. Ces nombreuses discordances peuvent être probablement attribuées, com- 
me le sou1 igne Forstner et al. (1977), à la diversité des méthodes d' isole- 
ment des mucines et au degré plus ou moins poussé de leur purification. Mais 
i l  est aussi possible que des différences spécifiques significatives puis- 
sent expliquer, en partie du moins, ces discordances. 

Concernant l'organisation moléculaire des mucines intestinales, 
les principales acquisitions proviennent de deux groupes : celui de Mantle 
et Allen, et celui de Forstner. 

Mantle et al. ( 1981b) ont examiné les mucines natives 
intestinales de Porc préparées selon le protocole exposé ci-dessus, et étu- 
dié leurs modifications éventuel les sous 1 'action de divers agents disso- 
ciant~, réducteurs et protéolytiques. De ces travaux, ces auteurs ont enre- 
gistré les résultats suivants: 

1) les mucines natives ont une masse molécu- 
laire voisine de 1 700 000 daltons; 

2) elles ne se dissocient pas par filtration 
sur Sepharose 28 en présence des agents habituels de clivage des liaisons 
non covalentes (chlorhydrate de guanidine 6M, urée 8M, SDS 1%, KC1 2.25M). 

3) par traitement protéolytique (pronase), les 
' r .  
\ ' '.' , ' 



molécu les se dissocient en sous-un ités dont 1 a masse molécu 1 aire représente 
environ un quart de celle des molécules natives (MM = 450 000). Il est en 
outre observé pendant le même temps une réduction de 29% en poids de la 
fraction protéique des mucines, et cela sans perte appréciable de la frac- 
tion glycannique; 

4) par réduction par le mercaptoéthanol 0.2M, 
les sous-unités produites en présence de pronase sont à nouveau clivées, 
donnant naissance à des sous-unités dont la masse moléculaire est environ 
deux fois plus petite (MM = 270 000) ; 

5) la réduction directe des mucines intesti- 
nales natives de Porc par le mercaptoéthanol 0.2M se traduit d'emblée par 
une diminution aussi spectaculaire de la masse moléculaire de ces mucines 
(MM = 240 000) , et libère en outre une protéine de masse moléculaire 90 000. 
Cette dernière protéine, qui est sensible à la protéolyse, est produite sur 
la base d'une molécule par molécule de mucine native de départ. 

A partir de ces résultats, Mantle et Allen ( 1981b) ont 
@mis l'hypothèse que les mucines intestinales de Porc résultent, dans leur 
état natif, de la polymérisation de 7 à 8 sous-unités (MM = 240 OOO), aux- 
quelles serait liée par liaisons disulfure une protéine de masse moléculaire 
90 000; celle-ci jouerait ainsi un rale central dans la structure macromo- 
léculaire de 1 'édifice natif. Mantle et Allen ont proposé un schéma d'orga- 
nisation de la structure polymérique des mucines intestinales de Porc très 
apparenté à celui de la figure 10 avancé par Pearson et al. ( 1981) pour re- 
présenter les mucines gastriques humaines, avec cependant quelques particu- 
larités qui permettent de les différencier : 

1) le nombre de sous-unités, 7 à 8 pour les 
mucines intestinales, n'est que de 4 dans le cas des mucines gastriques; 
mais comme les masses moléculaires des deux types de sous-unités sont sensi- 
blement dans le rapport pondéral 112, la masse moléculaire des rnucines nati- 
ves correspondantes reste du même ordre de grandeur (1  700 000 et 2 000 000 
respect i vement ) ; 

2) alors que la protéolyse permet de cliver 
les deux types de molécules en 4 sous-unités, seules les sous-unités produi- 
tes dans ces conditions à partir du mucus intestinal peuvent encore par ré- 
duction se scinder en de plus petites sous-unités; 



3) la protéine 1 ibérée par réduction des muci- 
nes natives intestinales manifeste une masse moléculaire de 90 000 au lieu 
de 70 000 dans le cas des mucines gastriques; 

4) enfin, les mucines natives d'intestin de 
Porc apparaissent beaucoup plus résistantes aux agents de réduction que les 
mucines natives gastriques humaines : la réduction complete des premières 
nécessitent en effet 48 heures de dialyse contre une solution de mercapto- 
éthanol 0.25M, alors que 20 heures contre du mercaptoéthanol 0.01M suffisent 
pour les secondes. 

Par rapport a ces résultats, ceux enregistrés par Jabbal 
et al. (1976) et par Forstner et al. (1979) au cours de 1 'étude des mucines 
intest inales humaines ont apporté des informations structura les sensiblement 
différentes : 

1) en effet, 1 'analyse par ultracentrifugation 
analytique en gradient de chlorure de césium des fractions "mucin 1" et "mu- 
cin 2", isolées selon le protocole mentionné ci-dessus a partir d'intestin 
humain (Forstner et a1 . ,1979), a montré 1 'existence dans ces deux fractions 
d'un composant glycoprotéique majeur associé, dans la fraction la moins pu- 
rifiée dite "mucin 11', a des composants glycoprotéiques mineurs de plus 
faible densité; 

2) la réduction de la fraction "mucin 1" en 
présence de dithiothréitol lOmM et de guanidine 6M, suivie d'une alkylation 
par I'iodoacétamide 40 mM, se traduit par l'augmentation de la proportion 
des composants mineurs; en revanche, la réduction n'entraîne pas de modifi- 
cation significative de la fraction "mucin 2"; 

3) en outre, par action seule de la guanidine 
6M ou celle du chauffage 1 heure a 37OC sur la fraction "mucin l u ,  i l  appa- 
raît également, bien que dans une moindre mesure, une dissociation partielle 
de liedifice moléculaire. 

A partir de ces observations, Forstner et al. (1979) ont 
suggéré que la résistance partiel le de la mucine intestinale humaine puri- 
fiée ("mucin 2") à l'action des agents de réduction ne plaide pas pour 
l'existence de sous-unités reliées entre elles par ponts disulfure; et pour 
rendre compte de la sensibilité de la fraction "mucin 1" (la moins purifiée) 
a ces mêmes agents, ces auteurs ont proposé que la réduction dans ce cas 



portait vraisemblablement sur des liaisons disulfure au sein des structures 
glycoprotéiques mineures qui, ainsi déstabi 1 isées dans leur architecture, 
n'étaient plus aptes à s'associer par liaisons non covalentes avec la frac- 
tion glycoprotéique majeure ("mucin 2"). De la même façon, les dénaturants 
ou le chauffage, en réduisant les interactions non covalentes entre les di- 
verses espèces moléculaires, seraient aussi susceptibles de produire une 
certaine dissociation des éléments entrant dans la constitution de la mucine 
intestinale native. En conséquence, ces composants glycoprotéiques mineurs 
joueraient un rale différent de l'agent d'association qui, dans le modèle 
proposé par Allen et al. ( 1976) et par Pearson et al. (1981) pour la mucine 
gastrique et par Mantle et al. (1981b) pour les mucines intestinales, éta- 
blit des liaisons covalentes par ponts disulfure entre des sous-unités for- 
tement glycosylées. La signification et l'importance de ces structures 
mineures dans la mucine intestinale humaine restent encore cependant à 

é 1 uc ider . 

4) Organisation moléculaire des mucines coliques . 

L'examen du mucus colique est intéressant car celui-ci provient 
presque exclusivement d'un seul type cellulaire : les cellules caliciformes 
de la muqueuse (Clamp et a1 ., 1981). 

Ce mucus n'a pas été jusqu'à ce jour l'objet d'investigations aus- 
si développées que celles consacrées au mucus élaboré par les autres étages 
du tractus digestif. Un certain nombre de travaux ont été consacrés aux fac- 
teurs de contrale de la secrétion du mucus colique (Bradbury et al ., 1980; 
Spec ian et al., 1980) ; d ' autres études, à caractère hi stochimique, orientées 
vers la recherche d'éventuels stigmates de la transf ormation ce1 lulaire ma- 
ligne, se sont intéressees aux mucines coliques normales et aux mucines ob- 
servées dans les affections précancéreuses (polypose colique) ou cancereuses 
de 1 'organe (Filipe et a1.,1980; Listinsky et a1 ., 1981; Boland et a1 ., 1982). 
Mais les principales recherches sur la structure des mucines coliques sont 
l'oeuvre des équipes suivantes : Gold et al. (1974, 1981), Marshall et Allen 
(1978), LaMont et al. (1980), ainsi que Clamp et al. (1981). 

A partir de la muqueuse colique de porc, Marshall et Allen ( 1978) 



ont isolé, par gel filtration et ultracentrifugation a l'équilibre. des 

mucines dont l'analyse chimique a montré que leur composition était dans 
l'ensemble très proche de celle des autres mucines digestives et tout parti- 
culièrement de celle des mucines gastriques. La fraction glycannique de ces 
mucines est très importante (75% du poids sec), avec une teneur en acides 
sialiques plus élevée que dans les mucines gastriques, mais moins importante 
que dans les rnucines intestinales (Allen et a1 ., 1982). Ces mucines, qui 
apparaissent homogènes à l'ultracentrifugation, présentent une masse rnolécu- 
laire très élevée estimée à 15 000 000; cependant la contribution de conta- 
minant~ éventuels liés par liaisons covalentes ou non covalentes n'a pas été 
cl ai rement précisée. Sous 1 ' action des réducteurs et/ou des agents protéoly- 
tiques, ces mucines donnent lieu à la formation de sous-unités de taille 
variable : 

a) par réduction par le 2-mercaptoéthanol 0.2 M, les mü- 
cines coliques se dissocient partiellement, donnant des sous-unités de masse 
moléculaire 6 000 000; 

b) par action de la pronase, i l  se forme des sous-unités 
plus petites, de masse moléculaire 1 500 000; 

c) par action successive de la pronase puis du mercapto- 
éthanol. les sous-unités obtenues sont encore de taille plus réduite (masse 
moléculaire = 760 000); en outre, i l  a été établi que la protéolyse entraîne 
la perte de 29% de la fraction protéique, mais elle ne frappe ni la thréoni- 
ne. ni la serine, ni la proline, et ne se traduit par aucune perte apprécia- 
ble dans la fraction glycannique. 

A partir de ces résultats, Allen ( 1978) a suggéré que les mucines 
coliques natives, tout comme les autres rnucines digestives, étaient formées 
de sous-unités comportant des zones peu glycosylées, et s'associant entre 
elles par liaisons disulfure pour former des macro-molécules de tres grande 
taille. 

Dans une autre étude, LaMont et al. ( 1980) , ut i 1 isant la gel fi 1 - 
tration sur Sepharose 4B puis un échange ionique sur DEAE-Cellulose, ont 
obtenu chez le Rat deux fractions (appelées IV et V )  possédant les caracté- 
ristiques habituelles des rnucines. Ces deux fractions sont cependant diffé- 
rentes 1 ' une de 1 ' autre par : 

a) leur caractère d'acidité : lors de 1 'échange d' ions, 



les fractions sont éluées par un gradient discontinu de NaCl dans 1 'ordre IV 
puis V, selon leur acidité croissante; cependant, l'analyse chimique montre 
que la fraction V,  pourtant plus acide, contient moins d'acides sialiques et 
de sulfate que la fraction IV; par contre, sa teneur en acides aspartique et 
glutamique est plus importante que celle de la fraction IV. Cette observa- 
tion illustre bien le fait que l'acidité des mucines n'est pas liée A la 
seule présence des résidus d'acides sialiques et de sulfate, mais reflète 
aussi celle des acides aspartique et glutamique. Cette richesse en acides 
aminés dicarboxyliques pourrait d'ailleurs, selon LaMont et al., être une 
caractéristique propre aux mucines coliques; 

b )  leur comportement 3 1 ' ultracentrifugation qui montre 
non seulement une importante dispersion des vitesses de sédimentation dans 
les deux fractions, mais encore l'existence dans la fraction la plus acide 
de deux composants majeurs. 

A partir de ces résultats, LaMont et al. ont émis l'hypothèse que 
les mucines coliques seraient constituées d'au moins deux types de molécules 
différant les unes des autres par leur acidité et leur masse moléculaire. 

Des travaux pré1 iminaires avaient permis à Gold et al. ( 1974) 

d'isoler des mucines coliques humaines et de les caractériser sur les plans 
physique, chimique et immunologique. Dans une étude plus récente, ces mêmes 
auteurs (1981) ont montré que ces mucines. préparées par extraction dans le 
mélange phénol-eau, précipitées par l'éthanol, filtrées sur Sepharose 4B 
puis purifiées par électrophorèse dans un gradient de polyacrylamide-agarose 
étaient hétérogènes du point de vue immunologique. Bien qu'apparemment homo- 
gènes par chromatographie de gel filtration (Sepharose 48 et 2B). par chro- 
matographie d 'échange ionique (DEAE- et ECTEOLA-Ce1 1 ulose) et par chromato- 
graphie d 'adsorption (Hydroxylapatite) , ces mucines donnent en effet deux 
arcs de précipitation par immunodiffusion contre un anti-sérum anti-mucine 
colique. La protéolyse par la pronase ou la papaïne a permis de séparer les 
deux composants de ces mucines et d'etudier leur composition chimique. Il 
est ainsi apparu que l'une des deux mucines avait une teneur plus élevée en 
acide sialique, tandis que 1 'autre était plus riche en fucose. A partir de 
ces résultats, Gold et al. ( 1981) ont suggéré que les mucines coliques hu- 
maines étaient composées de deux types de molécules : des sialomucines et 
des fucomuc ines; cependant, ces auteurs n 'écartent pas 1 ' hypothèse qu ' une 



seule et même molécule puisse être à 1 'origine de ces deux composants qui ne 
prendraient leur individual i té qu 'après protéolyse. 

Clamp et al. (1981) ont plus particulièrement étudié la fraction 
glycannique des mucines humaines isolées après chromatographie de gel fi l- 
tration (Sepharose 28). A 1 'analyse chimique, la portion glycannique de ces 
molécules apparaît constituée des sucres habituels des mucines, mais la te- 

neur globale de ces sucres reste faible (36%, plp); la modestie de ce taux 
laissant supposer une importante contamination protéique des mucines, la 
fraction étudiée a été traitée par le dithiothréitol en présence de chlorhy- 
drate de guanidine 6M, puis par l'iodoacétamide, et à nouveau filtrée sur 
Sepharose 28. L'analyse de la nouvelle fraction exclue du gel montre une 
augmentation significative de la teneur en sucres qui passe à 52% (plp). Il 
est à remarquer que le traitement direct des mucines coliques par la pronase 
produit le même effet que 1 'action des réducteurs, tant au plan de la compo- 
sition que de celui de la teneur globale en sucres. 

5) Autres muc ines digest ives. 

a) les mucines biliaires 

La muqueuse de la vésicule biliaire produit une secré- 
tion dans laquelle les glycoproteines de type mucines représentent un cons- 
tituant mineur : 0.2 à 0.5 mglml de bile (Pearson et a1 ., 1982). L'étude de 
ces mucines n'est pas facile du fait de leur mélange avec les constituants 
normaux de la bile (cholestérol, pigments et sels biliaires). Les fonctions 

du mucus biliaire restent assez mal connues : un rôle de protection de la 
muqueuse sous-jacente, comme dans le cas du mucus gastro-intestinal, est 
assez peu probable; par contre, i l  a été établi qu'il existait au cours de 
la cholélithiase expérimentale une hypersecrétion des mucines biliaires 
(Lee, 1980,1981 ) . Lee a émis 1 'hypothèse que grâce il leur architecture gél i- 
forme, les mucines seraient susceptibles de jouer un rôle de matrice sur la- 
quelle viendraient se déposer des cristaux de cholestérol ou d'autres cris- 
taux. Les mucines joueraient ainsi un rôle important dans les mécanismes 
initiateurs de la 1 ithogénèse, ainsi qu 'éventuel lement dans le processus 



d'extension du calcul déja formé. 

A partir de la bile humaine, prélevée lors de cholécys- 
tectomies chez des femmes souffrant de calculs vésiculaires, Pearson et al. 
(1982) ont isolé des mucines par les méthodes habituelles dans ce groupe : 
chromatographie de gel -f i ltration (Sepharose 4B) suivie d ' une centrifugation 
à 1 'équilibre dans un gradient de chlorure de césium. Les mucines ont ainsi 
été obtenues dans leur état natif, libres de toute contamination par des 
substances liées de manière non covalente. Leur analyse chimique a donné des 
résultats de composition en acides aminés et en sucres tout à fait caracté- 
ristiques des glycoprotéines de type mucines. 

La filtration des mucines natives sur Sepharose 20 en 
milieu non dissociant montre que le composant majeur reste exclus du gel; sa 
masse moléculaire n'a pas été déterminée avec précision, mais elle est im- 
portante, supérieure à 1 000 000. Le profil d'élution ne se modifie pas en 
présence d 'agents de dissociation des liaisons non covalentes (chlorure de 
césium 3.5M ou chlorhydrate de guanidine 4M). Par contre, sous 1 'action de 
la papaïne, 1 'édif ice se dissocie avec production d 'espèces moléculaires 
assez homogènes, davantage retenues par le gel et donc plus petites, dont la 
masse moleculaire a été estimée de l'ordre de 500 000. Le 2-mercaptoéthanol 
0.2M produit le même recul à l'élution, mais pour obtenir une réduction 
presque complète des mucines, son action doit être prolongée pendant 48 heu- 
res. L'étude électrophorét ique sur gel de polyacry lamide des produits obte- 
nus par réduction par le mercaptoéthanol 0.7M pendant 40 heures révèle la 
présence d'une protéine de masse moléculaire 70 000. Des résultats similai- 
res ont été fournis à partir des mucines extraites de la bile de Porc. 

Les mucines bi 1 iaires apparaissent ainsi très apparen- 
tées aux autres mucines du tractus digestif, et selon Pearson et al. ( 1982), 
1 'hypothèse d ' une organisation polymérique avec formation de 1 iaisons disul- 
fure entre les sous-unités et la protéine de masse moléculaire 70 000 permet 
de rendre compte des résultats expérimentaux. Par leur résistance elevée aux 
agents de réduction, les mucines biliaires seraient proches des mucines in- 
testinales, mais par la taille des sous-unités et celle de la protéine de 
masse moléculaire 70 000, elles se rapprochent davantage des mucines gastri- 
ques. 



b) les mucines méconiales 

Dans le méconium, matières visqueuses brun-verdâtre, 
inodores et stériles, expulsées dans les premières 24 heures chez la majori- 
té des nouveaux-nés, les glycoprotéines du type des mucines sont un consti- 
tuant majoritaire représentant 70 à 80% du poids sec de ces matières (Har- 
ries, 1978). Cette constatation n'est pas pour surprendre étant donné que le 
méconium n'est que le résultat du mélange du liquide amniotique ingéré par 
le foetus et des secretions bronchiques et digestives. 

Les mucines méconiales sont bien connues sur le plan de 
leur composition chimique qui présente toutes les caractéristiques habituel- 
les des mucines; cependant i l  ne semble pas qu'elles aient, à ce jour, donné 
lieu à des études de structure macromoléculaire. En raison de leurs origines 
variées, i l  est probable cependant que leurs structures soient elles mêmes 
variées, similaires à celles des mucines dont elles sont dérivées. 



B/ L E S  MUCINES CERVICALES 

Chez les mammifères, les voies génitales produisent un mucus qui, 
dans certaines espèces, joue un rôle important dans la physiologie de la 
reproduction. 

Ce rôle reste encore obscur chez le mâle dont le sperme 
extériorisé au cours de l'éjaculation se présente sous l'aspect d'une secré- 
tion géliforme mais qui, rapidement et spontanément, se liquéfie, probable- 
ment sous l'action de diverses protéases d'origine séminale. Le plasma sémi- 
nal est riche en substances activité de groupe sanguin et contient un 
composant glycoprotéique qui par sa cornpos ition chimique et sa masse molécu- 
laire possède les caractéristiques des mucines (Gibbons, 1978) . Mais des in- 
vestigations complémentaires restent nécessaires pour élucider la structure 
et la signification physiologique de ces glycoprotéines dans les secrétions 
génitales mâles. 

Le mucus du tractus génital femelle provient essentiel- 
lement des cellules épithéliales bordant le canal endocervical; mais d'au- 
tres lieux mineurs de production existent tels que l'endomètre, les trompes 
et les glandes de Bartholin. 

Les principaux travaux sur les mucines cervicales ont eté réalisés 
sur du mucus d 'origine bovine (Gelman et a1 ., 1976; Gibbons, 1978; Roberts, 
1978b; Gaddum-Rosse et al., 1980a), d'origine humaine ( Gaddum-Rosse et al . , 
1980a; Van Kooij et a1 ., 1980; Yurewicz et a1 ., 1981,1982; Carlstedt et al ., 
1983a, 1983b) et d'origine simienne (Hatcher et al., 1977a, 1977b; Nasir-Ud-Din 
et a1.,1979). Diverses méthodes ont été mises en oeuvre pour solubiliser le 
mucus cervical, étape indispensable en vue de l'étude physico-chimique de 
ses constituants; ces méthodes ont été repertoriées par Gibbons (1978). 



La composition chimique des mucines cervicales apparaît tout 
fait typique de celle des glycoprotéines de type mucine : la teneur en aci- 
des aminés est faible (20 3 30%, plp); cinq de ceux-ci (thréonine, sérine, 
pro1 ine, glycine, alanine) sont majeurs et représentent les 213 de 1 'ensern- 
ble des acides aminés, tandis que cinq autres acides aminés (lysine, histi- 
dine, tyrosine, méthionine et phénylalanine) ne représentent que moins de 
10% du nombre total des acides aminés (Yurewicz et a1.,1981). 

Il n 'existe qu'un seul acide aminé N-terminal qui chez 
l'Homme serait de la thréonine (Wolf et a1 ., 1980), chez la Vache de l'alani- 
ne (Bhushana Rao et a1 ., 1977), et chez le Singe de 1 'arginine (Hatcher - et 
al., 1977). - 

Il y a de grandes divergences sur les conceptions qui se 
dégagent selon les auteurs 3 propos de la séquence peptidique des mucines 
cervicales. A partir de l'analyse des acides aminés A-terminaux dosés dans 
les mucines cervicales bovines, préalablement dépolymérisées sous l'action 
d'agents réducteurs, i l  a été suggéré que la molécule était constituée par 
la répétition de sous-unités de petite taille (MM = 27 000) ne comportant 
que 62 acides aminés (Bhushana Rao et a1 ., 1977) ; dans 1 'espèce humaine, 1 'u- 
nité r4pétitive présenterait une masse moléculaire de 37 000 (Wolf et al ., 
1980). Cependant, Gelman et al. ( 1976) ont montré que par coupure au bromure 
de cyanogène, les mucines cervicales bovines donnaient trois fragments ma- 
jeurs dans les rapports 1:2:2 avec comme masse moléculaire 230 000, 130 000 
et 35 000 respectivement, et un fragment mineur de masse non déterminée. 
Deux des fragments majeurs, qui représentent 82% du poids total de la molé- 
cule, sont très riches en glucides et pauvres en acides aminés; a l'inverse, 
les deux autres fragments sont peu glycosylés et leur teneur en acides ami- 
nes (en particulier en cystéine) est plus élevée. La masse moléculaire de 
l'unité de base serait au minimum de 560 000. Etant donné la distribution 
non uniforme des résidus de méthionine le long de la chaîne peptidique, il 
est peu vraisemblable que la molécule native résulte de la répétition de mo- 
tifs peptidiques identiques entre eux, et qu'au contraire elle comporterait 
des domaines nettement individualisés. 

Les mucines cervicales contiennent 70 3 80% de glucides, 
et apparaissent constituées de fucose, galactose, N-acétylgalactosamine, N- 
acétylglucosamine et acide N-acétylneurarninique; les rapports molaires 
observés entre ces résidus sont chez 1 'Homme respectivement d 'environ 1.1, 



1.8, 1, 0.9 et 0.45; elles sont sulfatées ( l%,p/p) (Yurewicz et a1 ., 1981). 
La longueur des chaînes glycanniques peut aller jusqu'à une dizaine de rési- 
dus d'oses, et la liaison à l'axe peptidique est du type O-glycosidique. 

Chez l'Homme, cette composition en sucres est indépen- 
dante du groupe sanguin du sujet examiné et ne varie pas au cours du cycle 
menstruel (Van Kooi j et al., 1980). 

Un certain nombre de données ont été publiées sur les 
séquences de chaînes glycann iques : 

- chez l'Homme, après traitement alcalin de la 
mucine, 77% des résidus de N-acétylgalactosamine sont transformés en N- 
acétylgalactosaminitol, confirmant la nature O-glycosidique de la liaison; 
après purification, un total de 16 oligosaccharides différents, neutres, 
sialidés ou sulfatés, ont été isolés; leur taille va du disaccharide au 
nonasaccharide. L'étude détaillée des oligosaccharides neutres, qui consti- 
tuent la moitié de la fraction glycannique de la mucine, a permis a Yurewicz 
et al. ( 1982) de proposer les séquences qui apparaissent à la figure 11. 
L'examen de cette figure suggère que la structure 1, de nature tétrasaccha- 
ridique, représente le noyau de base des autres structures ment ionnées. 

- chez le Singe, i l  a été démontré une certai- 
ne hétérogénéité des séquences oligosaccharidiques qui varient selon la 
période dans le cycle menstruel. Mais comme par ailleurs, chez le Singe 
contrairement à ce qui se passe chez l'Homme, le mucus périovulatoire est 
immunologiquement distinct du mucus lutéal, suggérant un processus de bio- 
synthèse homono-dépendant, i 1 est possible que les mucines cervicales 
soient complètement différentes dans ces deux espèces. 

La caractéristique principale qui ressort de l'étude des glycopro- 
téines cervicales est l'extraordinaire hétérogénéité de leur masse molécu- 
laire qui, selon les especes et le traitement de solubilisation subi, peut 
varier de 300 000 à 10 000 000, les valeurs mesurées en milieu dissociant 
étant sensiblement plus élevées qu'en présence d'agents chaotropiques tels 
que les solutions concentrées d'urée, de chlorhydrate de guanidine, de 
bromure de lithium, de chlorure ou de thiocyanate de calcium. 

- chez l'homme, la masse moléculaire des mucines cer- 
vicales natives serait voisine de 10 000 000 (Carlstedt et a1 ., 1983a,1983b; 
mucus de fin de gestation). Chez le singe, la taille apparaît beaucoup plus 
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faible, de 1 'ordre de 1 000 000 (Hatcher et al., 1977a, 1977b) ; 
- sous l'action des enzymes protéolytiques, la diminu- 

tion de taille est plus spectaculaire puisque les sous-unités obtenues ont 
une masse moléculaire se situant entre 300 000 et 600 000; 

- les agents de rupture des ponts disulfure produisent 
le même effet que les agents de protéolyse, libérant des sous-unités de 
taille moléculaire similaire, mais dont la composition chimique est sensi- 
blement différente : les glycopolypeptides de réduction sont en effet plus 
riches en azote et en résidus de cystéine que les glycopolypeptides de pro- 
téolyse. Les glycopolypeptides apparaissant après actions successives des 
agents réducteurs et des agents protéolytiques sont en tous points compara- 
bles aux glycopolypeptides libérés par la seule protéolyse, ce qui suggère 
que l'attaque par ces deux types d'agents se porte vraisemblablement dans 
des domaines très voisins dans les mucines cervicales natives. Cette région 
peptidique, ou une partie de cette région, peu ou pas glycosylée puisque 
sensible a la protéolyse enzymatique, a été isolée par Bhushana Rao et al. 
( 1977) après digest ion tryps ique du glycopolypept ide de réduction ; cette 
région serait constituée d'une vingtaine d'acides aminés, et serait riche en 
asparagine et en glutamine. 

Le mucus cervical assure, corne le mucus des divers étages diges- 
tifs, des fonctions de protection et de lubrification des muqueuses ; en ou- 
tre, dans certaines espèces telles que les espèces humaine, bovine ou ovine, 
le mucus cervical contrôle le passage des spermatozoïdes, déposés par le 
mâle dans le vagin, vers les voies génitales supérieures où s'effectue la 
fécondation. Ce rôle de régulation de la perméabilité cervicale aux sperma- 
tozoïdes, sans objet dans des espèces telles que le Porc, le Cheval ou le 
Chien chez lesquel les 1 ' insémination est endocervicale (Gibbons, l978), s'e- 
xerce par la modification cyclique des propriétés rhéologiques du mucus se- 
lon le climat hormonal actuel : 

1- en période de dominance oestrogénique, c'est-h-dire 
au moment de 1 'ovulation, la quantité de mucus secrété est importante (600 
mgljour en moyenne); c'est un mucus limpide très hydraté, doué d'une grande 
élasticité ('If ilance") (Elstein, 1978; Chantler, l982), faci lement perméable 
aux spermatozoïdes ( Gaddum-Rosse et a1 . ,1980a, 1980b) ; 

2- inversement, en phase lutéale, le mucus devient moins 



abondant (20 à 60 mg/jour), opaque et cellulaire, plus visqueux; son élasti- 
cité s 'altère, perturbant ou même inhibant la migration des spermatozoïdes. 
Ces modifications apparaissent directement liées à la production accrue de 
progestérone au cours de cette phase; Martin et al. (1981) ont suggéré que 
ces modifications pouvaient être le résultat d'une interaction entre les mu- 
cines et cette hormone. 

Une question importante, restée jusqu'à présent sans réponse déci- 
sive, est celle de savoir si ces variations cycliques des propriétés du 
mucus cervical seraient liées ou non à des modifications de structure des 
mucines qui constituent le principal composant macromoléculaire de ce mucus. 

La teneur en acide sialique dans les mucines cervicales 
collectées à différentes périodes du cycle a été l'objet de plusieurs inves- 
tigations, mais les résultats sont contradictoires. L'augmentation de l1aci- 
de sial ique à la période périovulatoire, rapportée par Chantler et al. ( 1977) 
et par Hatcher et al. ( 1977) est séduisante : par la majoration du degré 
d'hydratation des mucines qu'elle pourrait induire, elle permettrait d'ex- 
pliquer la diminution de la viscosité du mucus à cette période. Cependant, 
selon Van Kooij et al. (1980), aucune variation cyclique de la composition 
en sucres (et donc en acide sialique) n'a pu être mise en évidence dans le 
mucus cervical. En outre, le fait, rapporté par Meyer et al. ( 1975), que le 
traitement des mucines bronchiques par la neuraminidase n'affecte pas les 
propriétés viscoélastiques de ce mucus est une indication supplémentaire que 
1 'acide sial ique n ' intervient probablement pas dans la rhéologie du mucus. 

Par ailleurs, Roberts (1978b) a montré que les glyco- 
protéines cervicales bovines prélevées soit au moment de lloestrus, soit au 
cours de la gestation, et traitées de façon identique (réduction puis atta- 
que par la pronase) , manifestaient le même comportement chromatograph ique 
sur Sepharose 48. Le facteur qui d'après Roberts apparaît déterminant dans 
la variation de la viscosité du mucus serait tout simplement la teneur en 
eau de ce dernier : le fait d'agiter le mucus cervical prélevé lors de la 
gestation une nuit dans du chlorure de sodium 0.9% entraîne une absorption 
d'eau, aboutissant à former un mucus d'aspect identique à celui observé lors 
de 1 'oestrus. Les différences de propriétés physiques de ces deux types de 
mucus s'expliqueraient donc davantage par la variation, sous contrale hormo- 
nal, de 1 'hydratation du mucus plus que par des différences de structures 
des muc ines. 



Van Kooij et al. (1980) ont émis une opinion à peu près 
simi laire. Ces auteurs ont en effet remarqué que le rapport protéines sur 
hexoses, faible à la période périovulatoire, augmente de façon parallèle à 

la viscoélasticité du mucus au cours de la phase lutéale. L'évolution de ce 
rapport s'explique par la diminution de la secrétion d'eau et de glycoproté- 
ines après l'ovulation et pourrait en conséquence rendre compte de la varia- 
tion des propriétés physiques du mucus au cours du cycle. 

Différents modèles d'organisation macromoléculaire des mucines 
cervicales ont été proposés pour expl iquer la perméabi 1 ité éventuel le du 
mucus vis-à-vis des spermatozoïdes : 

1- Gibbons et al. ( 1966) ont émis 1 'hypothèse que le mu- 
cus cervical constitue un réseau formé par des fibres glycoprotéiques re- 
liées entre elles par des liaisons chimiques, peut-être avec interposition 
d'une protéine dite de 1 iaison . L'apti tude des spermatozoïdes (dont 1 'équi- 
pement protéasique dans 1 'acrosome est bien connu) a progresser dans ce ré- 
seau pourrait alors résulter, selon Moghissi et al. ( 1970), de 1 'attaque 
protéolytique de ces 1 iaisons et peut-être aussi de certaines zones privi lé- 
giées des mucines. 

2- Sur la base des résultats fournis par différentes mé- 
thodes physiques d 'exploration (RMN, viscosim€itrie, diffraction de la lumiè- 
re, utilisation de traceurs isotopiques), ffleblad (1973) a proposé un modèle 
dans lequel les longues chaînes glycoprotéiques des mucines seraient organi- 
sées en agrégats ou micelles, disposés parallèlement les uns aux autres et 
hydratés par des molécules d'eau 1 iées . Par établissement d'un certain nom- 
bre de connections entre micelles adjacentes, il  se formerait un réseau à 

trois dimensions, entre les mailles duquel des espaces contenant une eau li- 
bre et diffusible réaliseraient de véritables canaux liquidiens. En période 
de dominance oestrogénique, le mucus serait de type "EH : les liaisons mises 
en jeu seraient préférentiellement des liaisons hydrogène, et le réseau de 
fibres ménagerait de larges canaux liquides où les spermatozoïdes pourraient 
faci lement progresser ( Fig . 12). La proportion d 'eau 1 iée augmenterait d ' un 
tiers au dépens de 1 'eau libre bien que 1 'épaisseur de cette eau liée autour 
des mucines passerait de 0.4 {lm à 0.03 pm; dans ce mucus plus serré dit de 
type "Gu, la pénétration des spermatozoïdes serait très faible. La variation 
de 1 'organisation moléculaire du mucus cervical selon le cl imat hormonal 



Modeles proposés par Odeblad (1973) -------------------- 

Modele selon Lee et al. (1977 ) 

(mucine cervicaZe périovuZatoire) 

Figure 12: Modèlesd'orçanisationmacromoléculairedumucus ! 

cervical, selon la phase hormonale du cycle menstruel 



s'expliquerait selon Odeblad (1973) par une hormonodépendance du processus 
de biosynthèse des mucines cervicales. 

3- Ultérieurement, Lee et al. ( 1977) ont suggéré un au- 
tre modèle dans lequel le mucus cervical apparaît non corme un réseau rigide 
tel que proposé par Odeblad, mais plutôt comme un ensemble de macromolécules 
a structure enroulée au hasard, dont la cohésion résulterait non de l'éta- 
blissement de liaisons chimiques mais de l'existence de nombreux entrelace- 
ments lâches inter- et intrachaînes. Les modifications de rhéologie obser- 
vées au cours du cycle menstruel s'expliqueraient par la variation de la 
teneur en eau des micelles glycoprotéiques. Un certain nombre d'observations 
expérimentales viennent a l'appui de la validité de ce modèle : en phase 
lutéale, le mucus cervical perd effectivement 10% de son eau; laissé à lui- 
même, i l  perd spontanément son aspect géliforme et se liquéfie, ce qui, 
selon Chantler ( 1982), indiquerait 1 'absence de 1 iaisons covalentes dans le 
maintien de la cohésion du mucus. Le degré d'hydratation du mucus serait, 
selon Tam et Verdugo ( 1981), déterminé par des variations locales et hormo- 
nodépendantes du pH, conduisant a des modifications d'ionisation des mucines 
cervicales, et donc a une redistribution, selon un mécanisme d'équilibre de 
Donnan, des molécules d'eau et des électrolytes dans le canal cervical. 

4- Sur la base des renseignements tirés de 1 'étude phy- 
sico-chimique des mucines cervicales humaines natives ainsi que de leurs 
fragments de réduction et de protéolyse, Carlstedt et al . ( 1983b) ont récem- 
ment proposé un autre modèle d'organisation de ces structures. 

Ces auteurs ont montré que sous 1 'action du 
dithiothreitol en milieu dissociant, i l  se produit une importante dépolymé- 
risation des mucines objectivée 1) par le recul en chromatographie sur Se- 
pharose CL-2B et 2) par la diminution de la masse moléculaire qui passe de 
10 000 000 environ pour les mucines natives à 2 000 000 environ pour les 
"sous-unités" réduites; sous l'action ultérieure de la trypsine, ces sous- 
unités produisent des glycopept ides (appelés " T-doma insu) dont 1 a masse mo- 
léculaire est de l'ordre de 380 000. 

A partir de la masse moléculaire et de la te- 
neur en acides aminés, et considérant un espacement linéaire de 0.25 A 0.30 
nm par résidu d'acide aminé, c'est - àdire intermédiaire entre celui d 'une 
conformation hélicoïdale a (0.15nm) et celui d'une conformation de type 
complètement étirée (0.35nm), le calcul a montré que la longueur moyenne de 



chaque protomère (T-domain) était de 110 à 120nm ; en rapprochant cette 
longueur du rayon de gyration expérimental déterminé à partir des mesures de 
diffusion de la lumière (Rg = 31nm), Carlstedt et al. (1983b) ont montré que 
la conformation de ces protomères était en grande partie étirée, en forme de 
bâtonnets, peu flexibles. Par ailleurs, quand à partir des données enregis- 
trées dans les trois structures de complexité croissante observées (protomè- 
res, sous-unités et molécule native), on examine le rayon de gyration en 
fonction de la masse moléculaire, les trois points experimentaux se dispo- 
sent selon une droite dont la pente suggère, selon les auteurs, que l'arran- 
gement des protomères en sous-unités et des sous-unités dans la molécule na- 
tive se fait probablement selon un modèle linéaire flexible, mais néanmoins 
quelque peu rigide. En aucun cas, précisent ces auteurs, l'organisation des 
protomères ne peut être celle du modèle d'Allen et al. ( 1982) (Fig .lO) , dans 
lequel quatre protomères identiques se disposent en étoi le avec établisse- 
ment de ponts disulfure entre eux ou par l'intermédiaire d'une protéine de 
liaison. 

Ces protomères seraient reliés les uns aux au- 
tres bout à bout par 1 'intermédiaire de régions peptidiques non glycosylées, 
sensibles à la protéolyse, et d'après le calcul, 4 à 5 protomères entre- 
raient dans la constitution d'une sous-unité. Pour constituer la mucine na- 
tive, 4 sous-unités en moyenne s 'associeraient par établissement de 1 iaisons 
disulfure, et, pour rendre compte de la plus faible teneur en acides aminés 
des sous-unités par rapport à la molécule native, Carlstedt et al. ( 1983b) 
ont proposé qu'une séquence peptidique se disposerait entre les sous-unités, 
qui serait libérée par l'action des agents réducteurs. 

La mucine cervicale native apparaîtrait donc, 
selon ces auteurs, corne une macromolécule 1 ineaire et flexible, constituée 
de 4 sous-unités disposées régulièrement et unies par des ponts disulfure; 
chacune de ces sous-unités résulterait a son tour de l'enchaînement de 4 à 5 
protomères identiques reliés entre eux par un peptide sensible aux enzymes 
protéolytiques et donc peu glycosylé. Le modèle correspondant a cette des- 
cription est représenté schématiquement à la figure 13. 



Réduc t i on / 
B C A 

Protéolyse - - 
(trypsine) 

Fisure 13 : Modèle d'organisation macromoléculaire des mucines cervicales humaines 
(d'après Carlstedt et al., 1983b). A : mucine native; €3 : sous-unité; C : protomère 
("T-domain") avec, dZFT1encadré, le schéma rappelant 1 'implantation des chaînes 
01 igosaccharidiques sur 1 'axe polypeptidique. Le si te d'action des agents de réduc- 
tion sur la mucine native est indiqué par des flèches. 



C/ LES MUCINES TRACHEO-BRONCHIQUES 

Les secrétions trachéo-bronchiques figurent parmi les secrétions 
muqueuses les mieux étudiées de l'organisme. Les nombreux travaux réalisés 
ont rendu possible une meilleure connaissance de ces secrétions, et notam- 
ment celle de leur principal constituant macromoléculaire, les mucines. Ce- 
pendant, corne les mucines secrétées par les autres épithéliums, les mucines 
trachéo-bronchiques demeurent encore l'objet d'interprétations divergentes 
quant a certains aspects de leur structure et de leur organisation macromo- 
léculaire. Ces désaccords en fait s'expl iquent probablement par la très 
grande hétérogénéité des fractions étudiées, tant en ce qui concerne leur 
origine que leur mode de préparation. 

En raison des difficultés de recueil et du volume limité du mucus 
trachéo-bronchique normal, une grande partie des recherches a éte effectuée 
sur l'ex~ectoration émise au cours de divers états ~atholoaiaues tels aue la 
bronchite chronique, l'asthme ou la mucoviscidose, toutes affections qui 
sont caractérisées par une hypersecrétion bronchique. 

Quelques auteurs cependant, grâce a la mise en oeuvre de diverses 

techniques de recueil, ont pu prélever des quantités suffisantes de secré- 
tion bronchique physiologique pour permettre l'étude ultérieure, plus ou 
moins détaillée, de leurs composants (Tab. V ) .  Ces techniques sont variées : 

1 ) 1 'aspiration trachéale sous bronchof ibroscopie ( Whit- 
ney et a1.,1978; Sachdev et a1.,1980; Williams et a1.,1982) ou par l'orifice 
d 'une trachéotomie (Snyder et al., 1982a) ; 

2) le lavage broncho-alvéolai re, effectué sous f ibrosco- 
pie en zone macroscopiquement saine (Laf itte et al., 1975,1977) ; 

' . 
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3) des techniques expérimentales telles que la constitu- 
tion d'une poche trachéale chez le Chien (Liao et a1 ., 1979) ou 1' isolement 
d'un segment trachéal de Poulet in vitro (Mian et a1.,1982) ont également 
été mises en oeuvre; 

4) une autre approche des mucines "normales" a été réa- 
lisée par Degand et al. ( 1973b, 1974) qui ont examiné le liquide de secrétion 
obtenu à partir de kystes bronchogéniques prélevés chirurgicalement. Ces 
kystes proviennent du développement, à un niveau donné de l'arbre trachéo- 
bronchique, de cellules qui se sont détachées au cours de l'embryogénèse 
pendant la migration intrathoracique du bourgeon respiratoire. Le liquide 
isolé A partir de ces tumeurs intrathoraciques fermées offre l'avantage 
d 'être stéri le, permettant ainsi 1 ' isolement de secrétions natives puisque 
indemnes de toute contamination bactérienne. Il est A noter cependant que 
les liquides de kystes bronchogéniques ne peuvent être considérés comme 
représentatifs de l'ensemble des secrétions trachéo-bronchiques normales car 
ils ne sont produits que par des types cellulaires d'origine ponctuelle. La 
composition peptidique particulière des rnucines de kystes bronchogéniques, 
notamment leur proportion élevée en sérine, incite en outre à la prudence 
quant à leur assimilation à des rnucines de caractère normal. 

La ~remière difficulté à laauelle se heurte l'étude des mucines 
trachéo-bronchiques est liée à la nature complexe et à l'hétérogénéité du 
mucus bronchique. 

En effet, dès l'examen macroscopique, l'expectoration 
apparaît inhomogène, comportant des amas ou des zones à consistance gél ifor- 
me au sein d'une phase liquide plus ou moins abondante. 

A l'examen microscopique, après coloration des glycopro- 
téines acides par le bleu de toluidine et des acides désoxyribonucléiques 
par 1 'orangé d'acridine, la secrétion apparaît constituée par un réseau de 
fibrilles plus ou moins fines et denses, renfermant dans leurs mailles des 
éléments cellulaires d 'origine essentiel lement leucocytaire, le tout bai- 
gnant dans une phase liquide (Bürgi ,1964). 

Par l'étude en microscopie électronique, White et al. 
( 1954) ont décrit dans 1 'expectoration de sujets asthmatiques 1 'existence de 
deux types de fibres : les fibres de "mucoprotéines" et les fibres de "déso- 
xyribonucléoprotéines", ces dernières provenant des noyaux de cellules in- 



f lammatoires dégradés et particulièrement abondants dans les secrétions 
purulentes. 

Havez et al. (1967) ont montré que, tout en respectant 
1 'organisation fi bri 1 laire de 1 'expectoration, le lavage à 1 'eau permet 1 l é -  

limination des composants solubles et des éléments cellulaires présents dans 
ces secrétions. En effet, par agitation de l'expectoration en présence de 
trois volumes de sérum physiologique suivie d'une centrifugation a basse vi- 
tesse (40009 pendant 20mn), i l  est possible de séparer la secrétion bronchi- 
que en trois phases : 

a) une couche superficielle mousseuse riche en 
phospholipides et en particul ier en dipa lmi toylphosphat idylchol ine ,  princi- 
pal composant du surf actant pulmonaire; 

b) une couche intermédiai re aqueuse correspon- 
dant à un mélange de constituants solubles d'origine bronchique et parfois 
salivaire; 

c) un culot géliforme insoluble dans l'eau, 
correspondant au réseau fibrillaire bronchique et a des éléments cellulai- 
res. 

Les phases soluble et géliforme manifestent sur le plan 
qualitatif une composition assez voisine : toutes deux comportent en effet 
des glycoprotéines de type mucine, des protgi nes et glycoprotéines d ' origine 
plasmatique et secrétoire; elles renferment aussi des lipides et des acides 
nucléiques, ces derniers particulièrement abondants dans les expectorations 
surinfectées (Roussel et a1 ., 1976,1978; Lamb1 in et al., 1977b; Lopez-Vidriero 
et a1 ., 1980b; Bhaskar et a1 ., 1981). La teneur de ces divers composants et 
leurs proportions relatives varient cependant beaucoup entre phase soluble 
et phase fibrillaire : les constituants protéiques apparaissent prépondé- 
rants dans la phase soluble, tandis que les rnucines représentent le compo- 
sant principal du mucus fibrillaire (Das, 1977; Lopez-Vidriero et a1 ., 1978a, 
1978b, 197&). 

Compte tenu de cette distribution, 1 'étude des mucines 
bronchiques peut être entreprise soit à partir de la phase soluble, soit a 
partir de la phase géliforme du mucus, ou encore a partir de la secrétion 
trachéo-bronchique totale, mais dans ces deux derniers cas, en raison de ses 
propriétés viscoélastiques, l'échantillon doit être solubilisé pour permet- 
tre le fractionnement et l'étude ultérieure de ses composants. 



Bien que ne nécessitant aucun traitement préalable de 
solubilisation, la phase soluble du mucus bronchique n'a servi de matériel 
d'étude des mucines que dans quelques travaux (Laf itte et a1 ., 1975; Liao - et 
a1.,1979; Mian et a1.,1982). Ce manque d'intérêt pour une composante non - 
négligeable des secrétions bronchiques résulte en fait de la pauvreté rela- 
tive de cette phase en substances organiques et tout particulièrement en 
mucines. Pour nombre d'auteurs, l'avantage de la phase soluble qui, par dé- 
fi'nition, ne pose aucun probleme de solubilisation, est amoindri par le fait 
qu'elle ne peut être considérée comme représentative des secrétions trachéo- 
bronchiques dans leur ensemble. C'est pourquoi, en vue d'améliorer cette 
représentativité, différentes techniques ont été proposées qui, dans 1 'équi- 
1 ibre existant entre phase f ibri 1 laire et phase soluble, tendent à augmenter 
la part de cette dernière. 

Les techniques de solubilisation du mucus sont nombreuses et se 
classent, en fonction de l'importance du remaniement moléculaire qu'elles 
entraînent, en techniques non dégradantes et en techniques dégradantes : 

1) les techniques non dégradantes laissent les structu- 
res macromoléculaires dans leur état natif. Appartiennent à cette catégorie: 

a) les méthodes d'extraction en tampon aqueux 
non dissociant. 

- Feldhoff et al. (1979), travail- 
lant sur les secrétions trachéo-bronchiques collectées chez un patient 
asthmatique, ont proposé une méthode qui consiste a diluer l'expectoration 
au 1/10 dans de 1 'eau puis, après agitation mécanique douce, A recueillir la 
phase soluble par centrifugation basse vitesse; cette méthode apparaît 
particulièrement efficace puisque la phase géliforme disparaît totalement 
dans le culot et que dans le surnageant se retrouvent plus de 90% des oses 
combinés présents dans le matériel de départ. 

- Cette méthode a été reprise plus 
récemment par Snyder et al. qui ont proposé une triple extraction du mucus 
bronchique, chaque extraction se faisant avec 20 volumes (mucus de sujet 
normal, Snyder et al., 1982a) ou avec 4 volumes de sérum physiologique 
(mucus d 'enfants atteints de mucoviscidose, Snyder et a1 . ,1982b) . Cette 
variante aboutit également A une très bonne extraction puisque 80 à 85% des 
protéines, de l'acide sialique et des oses neutres passent ainsi dans la 



phase soluble. 
- L'ampleur de la solubi1isation du 

mucus par extraction dans un tampon aqueux non dissociant n'apparaît pas 
toujours aussi grande : selon Rose et al. ( 1979), 1 'extraction par 10 à 20 
volumes d'eau ou de sérum physiologique n'entraîne qu'une solubilisation 
partielle du mucus, le plus souvent de l'ordre de 25%, parfois 40 à 60%. 

Pour Sachdev et al. (1980), la solubilisation du mucus normal préalablement 
dialysé et lyophilisé reste très limitée à température ambiante, même après 
agitation prolongée. 

b) les méthodes d 'extraction en tampon disso- 
ciant : 1 'urée 6M (Roberts, l974), le chlorhydrate de guanidine 6M (Whitney 
et a1 ., 1978) ou le SDS à 1% (Liao et a1 ., 1979) constituent des agents effi- 
caces de dissociation des liaisons hydrogène au sein du mucus. Harding - et 
al. ( 1983b) considèrent néanmoins que le chlorhydrate de guanidine, même à - 
la concentration 6M, ne constitue pas un agent de dissociation, mais qu'il 
agit plut& comme un électrolyte classique en supprimant de f acon réversible 
les effets de charge électrique au sein des édifices macromoléculaires de 
nature polyélectrolytique. A l'appui de cette thèse, ces auteurs ont montré 
que la masse moléculaire de diverses mucines ne variait pas de façon signi- 
ficative selon que celles-ci se trouvaient en tampon phosphate seul (force 
ionique 0.1) ou contenant du chlorure de sodium 1M ou encore du chlorhydrate 
de guanidine 6M; tout au plus ont-ils remarqué une légère diminution de la 
viscosité de la solution de mucines en présence de ces sels, modification 
qui, selon Harding et al. ( 1983b), serait d 'ordre purement conformationnel 
et non le résultat d'un effet dissociant. 

c) l'emploi de bromure de césium à forte con- 
centration (densité finale dans I 'échanti 1 Ion d = 1.50 g/ml) a été préconisé 
par Creeth et al. ( 1977) pour solubi 1 iser les secrétions trachéo-bronchiques 
totales de bronchite chronique et d'asthme. Bhaskar et al. ( 1981) ont égale- 
ment utilisé cette technique pour solubiliser la phase géliforme du mucus au 
cours de l'asthme. Par la force ionique élevée qu'il confère et par sa natu- 
re partiellement chaotropique, le bromure de cesium diminue l'intensité des 
forces électrostatiques entre les espèces moléculaires, ce qui selon Creeth 
assure la solubilisation du mucus. 

2) les techniques dégradantes affectent les structures 
moléculaires de façon irréversible, avec une action plus ou moins prononcée 



selon la nature du ou des agents mucolytiques utilisés. L'emploi de ces 
agents, bénéfique quant à la diminution de la viscosité des échantillons, 
devient souvent un handicap pour l'étude ultérieure de certaines propriétés 
des mucines qui perdent leur structure native et se fragmentent sous leur 
action. Les traitements mucolytiques appliqués au mucus bronchique ont été 
de nature variée, mettant en jeu les agents suivants : 

a) les agents de rupture des ponts disulfure : 
L-cystéine (Havez et al., 1967), 2-mercaptoéthanol ( Degand et al., 1973b; Lam- 
blin et al., 1973), dithiothréitol (Roberts, 1976; Liao et al., 1979), ou enco- 
re le dithioérythritol (Havez et al., 1970; Tabachnik et a1 ., 1981); 

b) les enzymes protéolytiques tels que la pep- 
sine, la papaïne, la pronase et la trypsine (Brogan,l959;Havez et a1.,1967). 
Ces agents catalysent la rupture de la chaîne polypeptidique des mucines en 
1 ibérant des glycopeptides de tai 1 le variable, assurant ainsi une mucolyse 
partiel le; 

c )  le traitement par les ultra-sons (Brogan, 
1960; Sachdev et al., 1980) ; 

Il est a remarquer que, par rapport a l'action 
d'une technique appliquée de façon isolée, la combinaison de deux techniques 
peut dans certains cas aboutir a une meilleure solubilisation du mucus. Rose 
et al. (1979) ont ainsi montré par exemple que 1 'effet de solubilisation des 
agents dénaturants est plus marqué en présence d'un agent réducteur. 

La purification et le fractionnement des mucines ont été obtenus 
par la mise en oeuvre de méthodes variées basées sur différentes propriétés 
physicochimiques de ces molécules telles que tai 1 le, charge électrique ou 
densité (Tab. V et Tab. VI). Etant donné qu'aucune de ces méthodes ne peut 
conduire isolément à l'obtention de mucines suffisamment purifiées, i l  est 
indispensable, corne pour la solubilisation du mucus, de procéder par divers 
couplages de techniques différentes. Les méthodes les plus utilisées ont été 
les suivantes : 

1 ) la chromatographie de gel filtration en tampon déna- 
turant ou non dénaturant. Basée sur la taille moléculaire des especes à sé- 
parer, cette méthode de fractionnement, bien que tri% largement utilisée par 
les divers auteurs, garde ses limites en raison de difficultés d'élution 
observées quand les échantillons sont visqueux, et en raison aussi de rende- 
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ments parfois insuffisants; 
2) 1 'électrophorèse préparative en film liquide à haut 

voltage (Havez et a1 ., 1967; Degand et a1 ., 1973b, 1974); 
3) la chromatographie d'échange ionique : autre méthode 

d'application très large permettant de séparer les mucines d'après leur 
caractère d'acidité croissante (Lamblin et a1.,1973,1977a,1977bY1979,198O; 

Degand et a1.,1973b,1974; Roberts,1974,1976; Roussel et a1.,1975,1976; La- 
fitte et a1 ., 1975,1977; Liao et a1 .,1979); 

4) la chromatographie d'adsorption sur hydroxylapatite 
(Rose et a1 ., 1979); 

5) les méthodes utilisant les agents de precipitation : 
a) précipitation par l'éthanol (Brogan,1959, 

1960; Degand et a1.1974; Roberts,l974; Roussel et a1.,1976; Lamblin et al., 
1977b). Cette technique permet de précipiter les mucines, mais d'autres pro- 
téines sont également entraînées; 

b) fractionnement au phénol (Brogan ,1959,1960) 

c) précipitation par le rivanol (lactate de 
6,9-diamino-2-ethoxy-acridine) ou par le cetavlon (bromure de cetyltrime- 
thylammonium) (Havez et a1 ., 1967,1969; Snyder et a1 ., 1982a, 1982b). Le trai- 
tement par le cetavlon ne permet de précipiter que les mucines chargées 
négativement; les autres mucines, restées dans le surnageant, pouvant ?i leur 
tour être précipitées par 1 'éthanol ?i 50% (v/v) ( Snyder et a1 . ,1982a, 1982b) ; 

6) 1 'ultracentrifugation en gradient de densi té de bro- 
mure de césium est, selon Creeth et al. ( 1977) et selon Bhaskar et al. 
(1981), une méthode intéressante pour séparer les glycoprotéines de type mu- 
cine des autres contaminants protéiques présents dans le mucus. En effet, en 
raison de leur fort degré de glycosylation, les mucines manifestent une den- 
sité de flottation approchant celle d'une solution pure de sucres (densité 
environ 1.6 g/ml) tandis que les glycoprotéines plasmatiques ou secrétaires, 

peu glycosylées, présentent une densité proche de ce1 le des protéines' pures 
(densité environ 1.3 g/ml ) . Cependant, étant donné la teneur assez élevée en 
acides aminés des mucines ainsi isolées, i l  semble que cette technique 
laisse persister une certaine contamination de celles-ci par les protéines; 

7) Snyder et al. (1982b) ont proposé une nouvelle métho- 
de de purification des mucines basée sur l'emploi de l'anhydride citraconi- 
que (encore dénommé anhydride méthylmaléique). Cette méthode repose sur la 



constatation que les liaisons qui s'établissent dans le mucus entre les mu- 
cines et les contaminants protéiques sont principalement de nature non cova- 
lente, mettant en jeu des fonctions &-aminées appartenant aux proteines et 
des résidus d'acide sialique et de sulfate chargés négativement, situés sur 
les mucines (Jenssen et al., 1980a). Le traitement du mucus par 1 'anhydride 
citraconique permet de modifier réversiblement les résidus de lysine et donc 
de minimiser ces interactions non covalentes. Dans ces conditions, les com- 
plexes mucines-protéines se dissocient et les groupes de sulfate et d'acide 
sialique étant libérés, les mucines peuvent, après désacétylation, être sé- 
parées par précipitation par les sels d'ammonium quaternaire. Les mucines 
ayant une faible teneur en lysine, Snyder et al. considèrent que la réaction 
de citraconylation reste pratiquement limitée aux protéines contaminantes. 

Les tableaux VI1 et V I 1 1  rapportent la composition chimique des 
substances glycoprotéiques de masse moléculaire élevée isolées à partir de 
diverses secrét ions trachéo-bronchiques humaines. 

L'examen de ces tableaux montre que d'une façon générale 
ces substances partagent les caractéristiques chimiques habituelles des mu- 
cines : faible teneur en acides aminés totaux ( 10 a 30 g/100g) ; richesse de 
l'axe polypeptidique en sérine et thréonine; cinq des acides aminés (Thr + 
Ser + Pro + Gly + Ala) représentent à eux seuls entre les 2/3 et les 3/4 de 
1 'ensemble des résidus d' aminoacides ; pauvreté en acides aminés soufrés, a- 
romatiques, aliphatiques et basiques. 

La fraction " I A "  isolée par Tabachnik et al. ( 1981) à 

partir de l'expectoration de sujets atteints de mucoviscidose s'écarte ce- 
pendant assez sensiblement de ces critères : sa composition en acides aminés 
laisse supposer la présence de protéines contaminantes en quantités non né- 
gligeables. 

Parmi les travaux réalisés sur les mucines, un certain 
nombre de divergences ont été enregistrées quant à la teneur de ces glyco- 
protéines en cystéine. Ces résidus représentent d'après les travaux de Rous- 
sel et al. (1975), Lafitte et al. (1977) et Lamblin et al. (1979) moins de 
0.7 mo1/100 mol d'acides aminés; chez d'autres auteurs, les valeurs sont 
sensiblement plus élevées : 2.6% selon Creeth et al. (1977), 2.3% selon 
Sachdev et al. (1980). 
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Sous l'action des agents réducteurs, un certain nombre 
de modifications importantes interviennent dans la partie protéique des mu- 
cines. Ces modifications, illustrées dans le tableau VI1 par la comparaison 
de l'analyse de la fraction "AsExt" de Bhaskar et al. (1981) avant et après 
action du dithiothréitol, consistent en une diminution des acides aminés 
totaux (de 1 'ordre de 5 à 6 g/100g), avec enrichissement en thréonine et en 
sérine, et appauvrissement en acides aspartique et glutamique. 

La fraction glycannique dans ces diverses mucines (Tab. 
VIII) montre une teneur en oses combinés généralement élevée (70 à 80% plp) 
et apparaît constituée de fucose, de galactose, de N-acétylgalactosamine et 
N-acétylglucosamine, d'acides sialiques et de sulfate. 

De grandes variations individuelles ont été constatées 
dans la composition glucidique, notamment en ce qui concerne le fucose, le 
galactose, l'acide sialique et le sulfate. La présence de glucose et de man- 
nose dans certaines des fractions (Creeth et al., 1977; Bhaskar et al., 1981 ) 
atteste de la présence de protéines contaminantes ou peut être de protéines 
de liaison. Ici encore, la fraction "IA" de Tabachnik et al. (1981) présente 
une composition inhabituelle, en particulier en galactose, acide sialique et 
en sulfate. La variabilité de la composition en sucres des mucines trachéo- 
bronchiques, contrastant avec la relative stabilité de leur composition en 
acides aminés, est le reflet d'une importante hétérogénéité de la copule 
glucidique de ces glycoprotéines, hétérogénéité qui concerne la longueur 
moyenne des chaînes g lycann iques , mais aussi leur degré d ' acidité (Roussel 
et a1.,1975; Lamblin et a1.,1977a). Enfin, il ne faut pas négliger l'exis- 
tence d'une microhétérogenéité glycannique en fonction de l'activité de 
groupe sanguin des mucines examinées. 

Les connaissances sur les séquences glycanniques dans 
les mucines bronchiques ont fait des progrès importants grâce aux travaux 
récents de Lamblin et al. (1980,1981b) et de Van Halbeek et al. (1982). 

Lamblin et al. (1980) ont examiné les oligo- 
sacchar ides neutres réduits obtenus par traitement alcal in en présence de 
borohydrure des muc ines bronchiques acides isolées de 1 'expectoration de 
sujets atteints de bronchite chronique. Ces auteurs ont pu ainsi, grace à 

diverses techniques d 'analyse (oxydation periodique, analyse des produits de 
méthylation, chromatographie en phase gazeuse couplée la spectrométrie de 



masse, dégradations enzymatiques), caractériser deux disaccharides et trois 

trisaccharides linéaires différents. 
Utilisant les mêmes techniques ainsi que 1 'a- 

nalyse par spectrométrie RMN du proton à 360 MHz, Lamblin et al. ( 1981b) ont 
également isolé à partir de l'expectoration d'enfants atteints de mucovis- 
cidose quatre 01 igosaccharides 1 inéai res (deux di saccharides et deux trisac- 
charides) identiques a ceux déjà mis en évidence au cours de la bronchite 
chronique, ainsi que deux oligosaccharides branchés nouveaux (un trisaccha- 
ride et un tétrasaccharide) . 

Une étude plus récente par Van Halbeek et al. 
(1982), mettant en oeuvre des champs encore plus intenses (500 MHz), a re- 
pris l'analyse des oligosaccharides neutres isolés à partir d'un pool de mu- 
cus recueilli chez des enfants appartenant tous au même groupe sanguin O et 
atteints de mucoviscidose. Quatorze structures glycanniques, allant au di- 
saccharide au pentasaccharide, ont ainsi été complètement élucidées (Fig. 
14). t'examen de ces structures montre qu'elles dérivent en fait de deux 
noyaux disaccharidiques différents, et qu'il est possible d'établir à partir 
de chacun de ces noyaux une filiation représentée à la figure 15. Les compo- 
sés X (Iè filiation) et Y (26 filiation) n'ont pas été caractérisés au cours 
de cette étude; cependant ces composés, dont la séquence se déduit facile- 
ment, ont une existence hautement probable, sans doute parmi les nombreux 
oligosaccharides mineurs dont les structures n'ont pu en conséquence être 
établies. Il est à remarquer que le composé X fait partie des trisaccharides 
isolés et séquencés par Lamblin et al. (1980) dans les secrétions de bron- 
chite chronique. Par ai 1 leurs, la séquence Gal- B ~-~-(Fuc-~I-~)GIcNAc- 8 1- , 
appartenant aux composés 3al et 3a2, est identique au déterminant de l'anti- 
gène embryonnaire SSEA- 1 mis en évidence par Gooi et al. (1981). 

La caractérisation de toutes ces structures au 
sein de la seule fraction neutre des oligosaccharides de mucoviscidose con- 
firme l'hétérogenéité qui se dégageait déja du comportement chromatographi- 
que et de la composition chimique des mucines bronchiques; elle laisse aussi 
entrevoir la complexité et la variété beaucoup plus grandes que peuvent pré- 
senter les différentes chaînes glycanniques sur ces molécules. Van Halbeek 
et al. ( 1982) estiment que 1 ' hétérogénéité des chaînes glycanniques traduit 
l'existence de processus incomplets de biosynthése ou de dégradation, et que 
la caractérisation de plusieurs noyaux oligosaccharidiques dans ces chaînes 
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implique 1 'existence de mécanismes de biosynthèse multiples. 

Les mucines trachéo-bronchiques ont fait l'objet de nombreuses dé- 
terminations de masse moléculaire (Tab. IX). De l'ensemble des données re- 
cueillies, il  apparaît une très grande dispersion des valeurs à l'origine de 
laque1 le deux expl ications au moins peuvent être proposées : 

1 ) cette diversité tout d 'abord est 1 iée à 1 ' hétérogéné- 
ité des échantillons analysés dont la solubilisation a fait appel à des 
agents variés : 

a) ce sont les mucines natives, solubilisees 
par des techniques non dégradantes, qui présentent 1 es masses molécul ai res 
les plus élevées : 3.3 a 7 000 000 pour des mucines solubilisées par disper- 
sion dans le bromure de césium (Creeth et a1.,1977); 2 à 6 000 000 (Jenssen 
et a1 ., 1980b) et 1 280 000 (Roberts, 1974) après solubilisation dans 1 'urée 
6M; 1 800 000 après solubilisation dans 1 'eau (Feldhoff et a1 ., 1979); 

b) quand les mucines ont été solubilisées soit 
par les agents réducteurs soit par protéolyse, la mesure de leur masse molé- 
culaire a donné des résultats beaucoup plus faibles se situant généralement 
entre 350 et 600 000 (Degand et al., 1973a, 1973c; Lhermitte et al., 1976; 
Roussel et a1 ., 1976; Larnblin et al., 1979). Il existe cependant sur ce sujet 
quelques divergences parmi les données de la littérature : Rose et a1 .( 1979) 
ont ainsi enregistré une masse moléculaire de 2 000 000 pour des mucines 
pourtant réduites, et dans ces conditions, il est permis de se demander si 
les structures étudiées par ces auteurs ne correspondent pas en fait à des 
agrégats qui se seraient formés au cours d'un bref chauffage du mucus (10mn 
au bain-marie boui 1 lant) précédant 1 ' action de 1 'agent réducteur. A 1 ' inver- 
se, une masse moléculaire de 180 000 a été rapportée par Whitney et al. 
(1978) dans le cas d'une mucine normale solubilisée en présence de guanidi- 
neIHC1 6M et réduite. Enfin, en ce qui concerne les mucines obtenues par 
Sachdev et al. (1980), la faiblesse même de leur masse moléculaire (69 400) 
est une indication de l'importance de la fragmentation qui a pu survenir 
dans la molécule au cours de l'étape de solubilisation par les ultra-sons. 

2) Une autre source de la diversité des résultats réside 
également dans l'hétérogénéité des méthodes utilisées pour la détermination 
de la masse moléculaire. Si les résultats obtenus par des méthodes basées 
sur des mesures de sédimentation sont à priori vraisemblables, par contre 



I 1 

S 

3 - 
3 
in 
aJ  

W L  
p: 
u 
< 
J 
3 
O 
W 

0 Cu z L 
3 

W i n  
v , ~  

Q 
Z a J  

-0 

Q) 

I I I I I I I I I I 
I I l W l u ,  I I I I I I 

/ X  / I I O  I O 1  1 0  1 I I I 
I I I d  I d 1  I O  i I I I 

O l I I I I I I O  ; I I I 

* O !  ' I l x  1 x 1  
I I I 

I I I I I I I I W 
I g l u ,  l I l m 1  I 1 1 0  

l *  1 1 0 1  1 I 1 . 1  I W  I 1 4  
I 1 4 1  I I b  I N 1  I I  I 1 0 1  l 

l I I I i d 1  l x  g : x 1 ~ ' 0 1 i n  1 i m 1 8  10 18 
O I I g  I 18 1 4  : x i O : a  

I C O  1 ° 1  I : h l 0  I I 
0 I N I O I O I ?  I L 0 1 0  I L n  I X  I F 1  I l C a  
O I . I L n I L n I  1 . l a  I d  I I l m 1  * l d l - l m l ~  1 0 1 - 1  l m  I N  l d l a l ~  

I a J I  I a J I  I I h  l l I a J l a J l a J a J  
I L I  I L I  I l m  I L  1 -  I L I L I F - =  
I ~ I  I ~ I  I I N  l n  l m  I ~ I S I I U  
I s r  I I s r  1 I I J  I - r  I C U  1 - r 1 . r  1 - r - r  
1 - 1  1 - 1  I l -  I I - I - I m S  
I .r I I .r I I 1 . r  1 s  I . r I . r I C , O  

s 1 3 1 S 1 3 1 E  I l x  1 3  I C  1 3 1 3 1  L 
c i w ~ o i o i o  I i n  I U  I ~ J  ~ c r i c r ~ i n c ,  
-$ I ~ ~ I ~ r I l a J l ~ r  I I aJ I i Q )  I L 0  I ~ a J l I a J l l a J U  

I -  I ~ I -  I C >  I I V ,  i -  I W  I -  I -  I L ~ J  
ta l r - l m I ? l ~ U  1 I V  1 -  I I r - I F  l Qr- 
P) I l m 1  I c n  l I 1 s  I I I m l a J  
3 1 l m 1 3 1 r m 1 ~  i I i i m  I O  ~ i m i a i -  
't l i ' k i  1 %  l I I .r I 

O  L l t ' l L l C , l L  l I C ,  l m  I + I C , I E O  
s 
C> 
!Q) 
E 

C: 
v, 
u 

u 

5 
A 
O 
v, 

W 
n 

S 
W  
a 

W  
Z 
u 
O = 
51 

A 

W  

W  
Z 
CI 

CY 
Y 

O 

C, I m l l m l  I i  l m  I L  I m I m i o U  
E I C , I S I C > I E  I I Q  I C >  I C > I C ) I . ~ " '  
a, I S I a J I E I a J  I l 1 s  I F  I S I S I C > O  
u I U I  I I F  I 1 . r  I ~ J I ~ J I I U ~  
m I E l m I E l m  l * ; .E : .: ; .: .- L 1 . r  1 L 1 - r  4 L 1 I *  ISE 1 
t' I U l W I W I C )  I 1 -  l u  I r -  I U I U I C > ~  
r- 1 l I l  l l I aJ I l a J  I al I l a J  I l 0  I in3 
x 1 v , 1 3 1 v , 1 3  1 l a  Iv ,  l a  1 v , 1 v , 1 w m  

h I 1 I h l  I I I n  I I I I 
0 I 1 1 0 1  I I l u  I I I I 
O I I 1 0  1 1  1 I 1 0  I 1 3 1  I 

Z I  I I h l S  I I I h l C O l  I 
i ~ i m i o  I I 

CT)n : I d  - 1 "  I I 
I E  l a J i  1 IC'3n I 1 -  I I 

S I  1 1 x 1  1 - 1  1 s  I O h l F I  1 
I W l b l E  l W l  I d E l  l I I 1 5 1 1  - 1 0  I = I +  Ibn 1 + l i n 1  1 

> I l c n i > l . ~  l m 1  l >  I C , O l S i  l 
J I  I I \ l W  1 - 1  I \  I s ' I m I  I 

> 1 1 3 1 > 1 1  1 I U  1 )  1 m O l U I  1 
1 ! O ; M i ?  I S I O  I 1 -  I I l 

1 0  1 0 1 0  ; z  1 - + I O 1  l m  
I ~ J I ~ I ~ ~ L I - ~ I ~  lm -+  II+ I I • 

w I I W I W I  m i u ~  I ~ ~ I \ I  I N  
l l m l ~ I s i n l ~ l  I 1 0 - I d 1  1 -  
1 I E I M I G J O I 3 I ~  I M  I n  I I I 

V l I O l w l  I U I a  1 -  I E l 3 1  I I  
I I L I  I S 0 ) I l a J I  I I a J O I m I i n I P  

S I I P I  S I  O U I  L I  Q ) S I  S  I . r . r l  l S I  
O  I I \ I  0 1 - r  I I S O I  O  I L t ' I  S I 0 1  a 

s r  i n  1 . r . r i . r  1 m o i  0 1  i n # =  
C, I ~ I S I C , I L I ~ J I + I U C , I C >  I E 7 1 . r I  I l a  
U I I I r I U I a J L I  I . r U I U  I I U I t ' I m I  
3 l a J I ~ I 3 I P C , I  I S 3 1 3  l S l û J l 3 l L l Q )  

I l a J I  i n S I  B I  m U 1 U  1 - ? L I - I C > I l a J  
I L I  I l a J  1 - r Q )  I U  I 3 1 a J  I l a J  I 1 . r  I r -  I L 

PL I = I P . I K I ~ U I . ~ I ~ C ~ : I P L  1 m + i n 1 3 1 ~  
I I l I I I I l I I I 
L a J I  I I I I I I I I I 
a 3 1 4 1 1  I a J I Q )  I 1 a J  I I I I a J  
Q U 1  3 1  1 3 1  3 I 1 3  1 I I l 3  

I ET1 ET 1 l u  II I I l u  2; : Z :  1 . -  1 *r 1 1 s r  1 1 1 -r - u i r i  i r i s  I 1 s  I I I l s  
U E I O I  I O 1 0  I I O  1 I i I O  

O I L I a J I L l L  I I L a J I  I I I L  
i n ~ i r i i n i r i s  I I - C i n I  I I I C  
t ' n I U I O I U I U  I l U O  l I I l u  
m l I l  l I l U I  I I I 
C > S  I aJ 1 - r  I aJ I Q) I I a J - r  l I I IQ) 
l a J O l t ' l U l C , l t '  I I W U I  I I I C ,  
-r 1 -r l V) l -r l -F I Q) I a r V )  I I I a J 1 . r  

i n C , I S t - r  I S l X a J  l I r - r I a J  I a J I - I S  
L I 0 1  0 1  > l  U i  U E  l m  l U > l E  I E l m I U  
~ J L I S I O I S I S T  I E  i r o i r  I ~ I E I S  
> U I O I U I O I O +  I L  I O U I t '  l C , l L I O  
- r a J I L 1 3 1 L I L i n  1 0  I L 3 1 i n  I i n 1 0 1 L  
n i n i m i r i m i m = t  ~z : m z ; e  : Q I Z I ~  

I I I I I I I 

I n  l n  I 
I C O  IQI I 

I d  I d  

S N l L I i n I E I C ,  I E  1 -  I l x  I I  1 in 
t a a J I a J I V ) I L I Q )  I t '  I n  1 a J  1 u 1 s 1  in 
O ) > I ~ I ~ I Q ) I Q )  1 . r  I E  l i n  I I - I U I E  
a ~ 1 0 1 0 1 r 1 L  1 - C  l m  1 0  1 a 1 m 1 a J  
~ Z I P L I Z I J I O  1 3  I A  I P L  I L L I ~ I T  

I I 1 1 I I I I 



ceux déduits du comportement des mucines en chromatographie d'exclusion mo- 
léculaire apparaissent contestables : en effet, cette dernière technique 
n'est pas adaptée à de telles mesures pour des structures qui, corne les 
mucines, présentent une forme très allongée et donnent des masses moléculai- 
res apparentes très surestimées. 

Une approche originale de la structure des mucines a été réalisée 
par Lamb1 in et al. ( 1979). Ces auteurs ont en effet examiné des mucines 
bronchiques réduites de mucoviscidose et de bronchite chronique au microsco- 
pe électronique gr&& 3 une technique spéciale d'ombrage par jet rotatif de 
platine. Ces molécules, dont la masse moléculaire déterminée par sédimenta- 
tion à l'équilibre se situe vers 400 000, se présentent principalement sous 
la forme de batonnets dont la longueur moyenne est d'environ 50 à 200 nm et 
la largeur de 3 à 5nm. Certains de ces batonnets présentent des figures in- 
habituelles avec constitution de boucles, d'amas nodulaires, de ramifica- 
tions ou d'épaississements par juxtaposition de deux molécules, toutes figu- 
res qui témoignent de la tendance marquée des mucines à 1 'agrégation; cette 
tendance apparaît plus grande dans le cas des mucines il caractère neutre. 

Une étude similaire a été rapportée par Jenssen et al. ( 1980b) qui 
ont examiné les mucines non réduites recueil lies au cours de la bronchite 
chronique. Leurs observations ont confirmé les résultats de Lamblin et al. 
( 1979), notamment en ce qui concerne 1 'organisation des molécules en struc- 
tures filiformes; la taille de ces structures a été estimée de 2 000 à 5 000 
nm, ce qui pour un matériel natif n'est pas en désaccord avec les valeurs 
plus faibles enregistrées par Lamblin pour des mucines réduites. 

Harding et al. ( 1983a) ont également examiné au microscope élec- 
tronique des mucines bronchiques natives (masse moléculaire 2 250 000) pro- 
venant d'un patient atteint de mucoviscidose. Utilisant une technique d'om- 
brage il jet monodirectionnel de platine, ces auteurs ont observé des champs 
dans lesquels les rnucines sont apparues principalement sous forme de flaques 
très étalées et très peu épaisses, avec moins de 10% du matériel sous forme 
de filaments de 100 3 200nm de longueur et de 1.5nm d'épaisseur. Les auteurs 
considèrent que 1 'épaisseur (3 à 5 nm) des filaments observés par Lamblin - et 
al. ( 1979), est surestimée, probablement en raison du choix de la technique - 
d'ombrage métallique par jet rotatif qui, selon eux, exagère la largeur des 
structures examinées. Bien que l'aspect aplati sous lequel les mucines leur 



sont apparues puisse être un artéfact lié au séchage des préparations à 

1 'air, Harding et al. ( 1983a) ont estimé que la meilleure représentation de 
la molécule de mucine serait celle d'une structure flexible très expansée, 
de conformation de type plut& sphérique que filamenteux. 

L'organisation macromoléculaire du mucus bronchique a été et de- 
meure encore l'objet de débats souvent divergents. Tous les auteurs s'accor- 
dent cependant pour reconnaître que dans le mucus natif les mucines sont 
associées à diverses substances contaminantes parmi lesquelles des lipides, 
des protéines et glycoprotéines d'origine secrétoire ou plasmatique. Une 
part importante de ces contaminants peut être éliminée par lavages du mucus 
dans l'eau ou le sérum physiologique, mais la phase géliforme résiduelle 
reste encore très hétérogène, témbignant de 1 'existence d ' interactions pri- 
vilégiées entre les mucines et ces contaminants. 

Creeth et al. ( 1977) ont montré que 1 'ultracentrifuga- 
tion dans un gradient de bromure de césium est une méthode intéressante pour 
séparer ces substances des mucines. De nombreux auteurs ont également montré 
que la solubilisation du mucus géliforme peut être obtenue en présence d'a- 
gents de dissociation tels que l'urée, le chlorhydrate de guanidine ou le 
SDS (Roberts, 1974; Liao et a1.,1979; Rose et a1 ., 1979). Ces résultats suggè- 
rent l'existence d'interactions faibles, de nature non covalente résultant 
par exemple de l'établissement de liaisons hydrogène, hydrophobes ou ioni- 
ques entre les divers composants du mucus natif. La contribution relative de 
ces différents types de liaisons à la stabilité de l'édifice macromoléculai- 
re et la nature précise des sites interagissants restent encore à élucider; 
i l  est cependant probable que 1 'enveloppe glycannique qui représente la ma- 
jeure partie de la surface des structures moléculaires en présence joue un 
rale essentiel dans ces interactions. 

Le point qui a soulevé le plus de controverses concerne 
1 'existence et le rôle éventuels que jouent les 1 iaisons covalentes de type 
disulfure dans la structure des mucines. 

De très nombreux auteurs ont observé que sous 
l'action des agents réducteurs, des propriétés physiques essentielles des 
mucines trachéo-bronchiques natives étaient affectées, se traduisant par une 
diminution significative de leur viscosité (Sheffner, 1963; Havez et al., 
1967; Lamblin et a1 .,1979; Tabachnik et a1 .,1981) ainsi que de leur coeffi- 



cient de sédimentation et de leur tai 1 le moléculaire (Creeth et al., 1977; 
Bhaskar et al., 1981). Pendant le même temps, i l  est noté une modification de 
la fraction protéique des mucines consistant en une perte d'environ 5% de la 
teneur en acides aminés, avec augmentation de la proportion en sérine, thré- 
onine et proline, et diminution des acides aspartique et glutamique et de la 
cystéine. 

Ces modifications des propriétés physicochimi- 
ques surprennent par leur ampleur étant donné la faible teneur des mucines 
en résidus de cystéine; cependant, bien qu'elles n'aient pas été enregis- 
trées dans toutes les expectorations étudiées (Roberts, 1974; Rose et al., 
1979; Boat et a1.,1980), certains auteurs en ont tiré argument pour proposer 
que les mucines bronchiques natives résulteraient de la polymérisation de 
sous-unités glycoprotéiques par l'intermédiaire de peptides de liaison ri- 
ches en acides aminés dicarboxyliques, et que ces peptides leur seraient re- 
1 iés par liaisons covalentes de type disulfure (Roberts, 1976,1978a; Creeth 

En outre, utilisant de 1 ' iodo( 1-14C)acétamide 
pour marquer les liaisons disulfure rompues par les agents réducteurs, Ro- 
berts (1976) a montré qu'il existait dans les mucines deux types de régions 
se distinguant l'une de 1 'autre par leur sensibilité a 1 'action des agents 
protéolytiques. A partir de ces observations, Roberts ( 1976,1978a) a proposé 
un schéma d'organisation des mucines bronchiques qui, comme cela avait déja 
été anterieurement suggéré pour les substances à activité de groupe sanguin 
présents dans le liquide de kyste ovarien (Dunstone et a1 . ,1965; Kristiansen 
et al., 1968) ou pour les mucines cervicales (Gibbons et al., 1966), comporte 
deux types de domaines structuraux : un premier type constitué d'une chaîne 
polypeptidique riche en thréonine et sérine, fortement glycosylée, et résis- 
tante à la protéolyse, et un second type formé d'une chaîne polypeptidique 
plus riche en cystéine et en acides aminés dicarboxyliques, peu ou pas gly- 
cosylée ("naked peptide") et donc sensible à 1 'action des protéases (Fig . 
16). Ce dernier motif peptidique constitue dans ce modèle un facteur impor- 
tant d'association dans l'architecture macromoléculaire des mucines : 

- en se liant par liaisons covalentes à ses extrémités N- et C- 
terminales selon un axe unipeptidique avec les sous-unités de mucines, i l  
contribue a l'allongement des chaînes glycoprotéiques; 

- par formation de ponts disulfure et constitution d'interactions 
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non covalentes entre régions non glycosylées appartenant à des chaînes adja- 
centes, ce peptide contribue aussi a la formation du réseau impliqué dans le 
phénomène de gélation du mucus natif. 

Cette conception de la structure des mucines bronchiques, qui con- 
fère aux liaisons disulfure une responsabilité importante dans la cohésion 
macromoléculaire, ne permet cependant pas toujours de rendre compte des ré- 
sultats experimentaux enregistrés par d'autres auteurs : 

1) les mucines natives isolées par Feldhoff et a1 .(1979) 
a partir de l'expectoration recueillie chez un asthmatique et solubilisée 
par dilution dans 1 'eau, apparaissent peu sensibles a 1 'action des agents 
réducteurs : les diagrammes d'élution d'une colonne de Sepharose 4B avant et 
après réduction par le DTT ne montrent pas de différences significatives, ce 
qui suggère que la rupture des ponts disulfure ne conduit pas h une diminu- 
tion importante de la masse moléculaire des rnucines; 

2) Lamblin et al. ( 1979) ont examiné au microscope élec- 
tronique les mucines bronchiques isolées de mucoviscidose et de bronchite 
chronique et solubilisées par réduction. Ces rnucines, purifiées par chroma- 
tographie d'échange ionique et de gel filtration, et dont la masse molécu- 
laire est voisine de 400 000, se présentent sous forme de batonnets dont la 
longueur varie de 50 200nm. La dispersion importante de ces valeurs peut, 
selon les auteurs, avoir plusieurs origines : soit être le reflet d'un pro- 
cessus de biosynthèse des rnucines aboutissant à la production de chaînes de 
longueur variable; soit résulter de la rupture de liaisons disulfure intra- 
ou intermoléculaires , éventuel lement situées dans un peptide de 1 iaison; 
soit encore être liée a l'activation de systèmes protéolytiques par les ré- 
ducteurs. Cependant, compte tenu de la pauvreté des mucines en cystéine et 
de 1 'existence dl activités protéolytiques dans les mucus natifs (Twumasi - et 
al., 1977), Lamblin et al. ont estimé que la dernière hypothèse était parfai - - 
tement plausible, et que donc la polydispersion physique des mucines pouvait 
être le reflet de 1 'action indirecte des agents à fonction thiol; 

3) Rose et al . ( 1979) ont remarqué que les agents de ré- 
duction restaient inefficaces dans la solubilisation des mucines en tampon 
non dissociant; 

4) Mian et al. (1982) ont rapporté que les mucines tra- 
chéales du Poulet étaient résistantes aux agents de rupture des liaisons non 



covalentes et des liaisons disulfure; 
5) Snyder et al . ( 1982b) ont montré que la réduction des 

mucines purifiées par citraconylation ne modifie pas de façon significative 
leur constante de sédimentation : celle-ci passe de 6.9s en milieu disso- 
ciant (urée 6M) à 6.4s en présence d'urée 6M et de 0.1% de mercaptoéthanol . 
Par ailleurs, ces auteurs n'ont observé aucune dissociation des mucines à 

l'électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS et d'agents ré- 
ducteurs, et ils estiment en conséquence que le rôle des liaisons disulfure 
n'apparaît pas déterminant dans l'organisation macromoléculaire des mucines; 

6) Wi 11 iams et al. ( 1982) , étudiant le comportement en 
chromatographie sur colonne de Sepharose CL-2B des mucines trachéo-bronchi- 
ques solubilisées en milieu dissociant, ont observé que les mucines natives 
et les mucines obtenues après réduction donnaient le même prof il d'élution. 
Selon les auteurs, cette observation ne plaide pas en faveur de l'organisa- 
tion polymérique des mucines où les sous-unités seraient unies par ponts di- 
sulfure; cependant elle ne permet pas pour autant d'écarter l'existence de 
tels liens dans les zones non glycosylées des mucines, et i l  est alors pro- 
bable que la rupture de ces liaisons puisse affecter la structure secondaire 
de l'édifice sans qu'il intervienne des modifications importantes de sa mas- 
se moléculaire. S'appuyant sur les résultats de Williams et al. ( 1982), 
Carlstedt ( 1982) a proposé pour les mucines bronchiques un schéma d 'organi- 
sation moléculaire comportant des zones glycosylées et des zones non glyco- 
sylées, ces dernières à structure globulaire en raison de l'existence de 
ponts disulfure intra-chaîne (Fig. 17). L'examen de ce modèle montre que le 
peptide de liaison, qui est enroulé sur lui-même dans la mucine native (éta- 
pe a), se déroule après action des réducteurs en exposant ses fonctions 
thiols libres (étape c) mais sans perdre de substance; par protéolyse iso- 
lée, des coupures interviennent dans certaines liaisons peptidiques sans 
toutefois beaucoup altérer la taille de 1 'édifice (étape b); lorsque les 
processus protéolytique et réducteur sont appliqués successivement, il  y a 
libération de peptides et donc fragmentation de l'édifice macromoléculaire 
(étape d). 





DEUXIEME PARTIE 

ACTION DES AGENTS REDUCTEURS 

SUR LES MUCINES BRONCHIQUES 



Il est aujourd'hui tout a fait inutile d'insister sur le rale es- 
sentiel que jouent les glycoprotéines du type des mucines dans la physiolo- 
gie du mucus bronchique. Pour tous les auteurs en effet, c'est de ces compo- 
sants macromoléculaires que dépendent les propriétés rhéologiques des secré- 
t ions bronchiques, propriétés grâce auxquel les le mucus participe, avec la 
ciliature bronchique, 8 la constitution de l'appareil mucociliaire, moteur 
dont 1 ' action permet 1 'épuration permanente de 1 ' arbre respiratoire. 

Il n'est pas étonnant dans ces conditions de remarquer le vif in- 
térêt qui s 'est manifesté pour une meilleure connaissance de 1 'organisation 
macromoléculaire du mucus bronchique et singulièrement de ses rnucines. 

Comme i l  ressort de l'étude générale présentée en premiere partie 
de ce mémoire, de nombreuses divergences ont été enregistrées parmi les au- 
teurs sur la conception de 1 'organisation macromoléculaire des mucines . Par- 
mi les principaux points de désaccord, il y a le problème de la participa- 
tion éventuelle des liaisons covalentes de type disulfure dans l'architectu- 
re des mucines, et celui du mode d'action des agents de réduction au cours 
de la mucolyse. Elucider ces questions est de toute première importance, car 
de cette connaissance dépend la compréhension du r6le précis que jouent les 
mucines dans la physiologie et la pathologie bronchiques. 

Il nous a en conséquence semblé intéressant d'entreprendre une é- 

tude sur l'action des agents de réduction sur les mucines bronchiques. Etant 
donné qu'après dilution de l'expectoration avec trois volumes de sérum phy- 
siologique, la centrifugation permet de séparer une phase géliforme conte- 
nant un mucus de structure fibrillaire et une phase aqueuse contenant les 
éléments solubles de 1 'expectoration (Havez et al., 1967), étant donné éga- 
lement que les rnucines bronchiques se retrouvent principalement dans la pha- 
se fibrillaire mais aussi pour une part non négligeable dans la phase solu- 
ble du mucus, i l  est apparu opportun d'examiner l'action des réducteurs non 
seulement sur la phase fibrillaire mais aussi sur la phase soluble, ceci 
d'autant plus qu'avec cette dernière phase, les problèmes de solubilisation 
ne se posent pas. Les résultats de l'étude de cette action sont présentés 
dans les pages suivantes. 



1. Etude de l'action des agents réducteurs 

sur les mucines 

d e  la phase soluble du mucus bronchique 



L'étude de l'action des agents réducteurs a été réalisée sur les 

phases solubles préparées a partir de l'expectoration de deux malades appar- 
tenant au même groupe sanguin O : 

- un malade (Vid.. .) atteint de mucoviscidose 
- un malade (Lak.. .) atteint de bronchite chronique 

A/ PREPARATION DE LA PHASE SOLUBLE DU MUCUS BRONCHIOUE 

210ûnl de 1 'expectoration du malade Vid., , , atteint de mucovisci- 
dose, ont permis d'isoler 21.859 de phase soluble (soit 10.40g/l de mucus) 
et 48.809 de mucus f ibrillaire (soit 23.24g/1 de mucus). Les composants non 
dialysables de cette expectoration se répartissent donc en phase soluble : 
31%, et phase fibrillaire : 69%- 

1500ml de l'expectoration du malade Lak ..., atteint de bronchite 
chronique, ont permis d'isoler 7.59 de phase soluble (soit 5g/l de mucus) et 
5.29 de mucus fibrillaire (soit 3.47g/l de mucus), donnant la répartition 
suivante : phase soluble, 59% et phase fibrillaire, 41%. 

B/ COMPORTEMENT DES CONSTITUANTS DE LA PHASE SOLUBLE EN CHROMATOGRAPHIE DE GEL 
FILTRATION SUR SEPHAROSE CL-2B 

Le protocole de cette étude est présenté dans la figure 18, 

1) Phase soluble du malade Vid., ., atteint de mucoviscidose 

Les diagrammes d'élution des composants de la phase soluble native 
filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B en tampon non dissociant (Tris/HCl 
0,1M, NaCl 0.2M, pH 8.0) et en tampon dissociant (guanidine/HCl 6M) appa- 
raissent respectivement a la figure 19 (chromatogramme A )  et a la figure 20 
(chromatograme C) . Dans chaque cas, trois fractions glycoprotéiques sont 
obtenues : une fraction 1 complètement exclue du gel, une fraction II par- 
tiellement retenue et une fraction III fortement retenue dans le gel. 





No DES FRACTIONS 

Fig . 19: Chromatograptiie de gel filtration de la phase soluble native Vid.. . 
(mucoviscidose) sur colonne de Sepharose CL-2B équi 1 ibrée et éluée en tampon 
Tris/HCl 0,1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. En haut : profil dlélution (-= hexoses, --- 
= A 278 nm) . Echantil lon déposé : 100mg; fractions recueillies après dialyse et 
lyophilisation: I=9mg; II=13.5mg; III= 35.5 mg. En bas : analyse électrophoréti- 
que des fractions après coloration par 1 lamidoschwarz (AS), le réactif de Schiff 
(PAS) et le bleu de toluidine (BT). 



No DES FRACTIONS 

Fig. 20: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Vid. .. 
 cid dose) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tampon 
guanidine/HCl 6M. En haut : prof i 1 d lélution (- = hexoses, --- = A 278 nm) . 
Echantillon déposé:lOOmg; fractions recueillies après dialyse et lyophilisation: 
1=1.5rng; II=7.5rng; III=37mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions 
après coloration par l'arnidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu 
de toluidine ( B i ) .  



Les diagrammes obtenus après réduction et filtration de la phase 
soluble en milieu non dissociant et en guanidine/HCl 6M sont présentés res- 
pectivement dans les figures 21 (chromatogramme B) et 22 (chromatogramme D) . 
Dans les deux cas, trois fractions glycoprotéiques sont encore obtenues; ce- 
pendant, quand on compare entre elles les absorbances après réaction à l'or- 
cinol, i l  apparaît que l'action du mercaptoéthanol se traduit par d'impor- 
tantes modifications des profils d'élution : par rapport au profil A (phase 
soluble native filtrée en milieu non dissociant), le prof i l  B (phase soluble 
réduite et filtrée en milieu non dissociant) montre: 

a) une diminution de la fraction exclue (BI) 
b) une augmentation importante de la fraction partielle- 

ment retenue (BII), riche en oses combinés, et qui apparaît comme un pic ho- 
mogène et symétrique, avec un maximum survenant dans le tube No 32. 

Au cours de l'une des expériences, la phase soluble a été réduite 

par le 2-mercaptoéthanol à 1% en tampon phosphate de sodium, puis alkylée 
par l'iodoacétamide 0.2M et filtrée sur Sepharose CL-2B en milieu Tris/HCl 

O.IM, NaCl 0.2M, pH 8.0. Le profil d'élution obtenu n'a montré aucune diffé- 
rence par rapport au diagramme B (Fig. 21) obtenu après réduction seule de 
la phase soluble. En conséquence, dans les expériences ultérieures, les 
thiols libérés par le mercaptoéthanol n'ont pas été bloqués par alkylation. 

La filtration de la phase soluble native en guanidine/HCl 6M (Fig. 
20) donne le prof i l  C, peu différent de celui observé après filtration du 
même échantillon en tampon non dissociant (Fig. 19, profil A). 

AprPs réduction et filtration en guanidine/HCl 6M (Fig. 22, pro- 
f i l  D), les modifications observées sont similaires à celles décrites dans 
le profil B : la fraction exclue (DI) est plus faible, tandis que la frac- 
tion retenue (DII), riche en oses combinés, est plus importante. Cependant, 
cette dernière fraction est plus étalée et son élution survient plus t6t que 
pour le pic BI1 correspondant, le maximum d'absorbante après réaction à 

1 'orcinol se situant dans le tube No 28. 
La détermination de la masse moléculaire par ultracentrifugation à 

l'équilibre donne une valeur de 260 000 pour les composants de la fraction 
BII, et 400 000 pour les com~osants de la fraction DII. 
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Fig. 21: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Vid.. . (mucovis- 
-réduite en tampon phosphate et filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B 
équilibrée et éluée en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. En haut : profil 
d lélution (- = hexoses, --- = A 278 nm) . Echantillon déposé : 100mg; fractions 
recueillies apres dialyse et lyophilisation: I= Img; II=l lmg; III=24mg. En bas : 
analyse électrophorétique des fractions après coloration par l'amidoschwarz 
(AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT). 
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Fig. 22: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Vid.. . (mucovis- 
'-réduite en guanidine/HCI 6M et filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B 
équilibrée et éluée en guanidineIHC1 6M. En haut : profil d'élution (-= 'hexo- 
ses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies après dia- 
lyse et lyophilisation: I=2,lmg; 11=12.5mg; III= 45.2mg. En bas : analyse élec- 
trophorétique des fractions après coloration par 1 'amidoschwarz (AS), le réactif 
de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT) .  



2) Phase soluble du malade Lak.. ., atteint de bronchite chronique 

Les diagrammes d'élution des composants de la phase soluble native 

( Lak.. . , bronchite chronique), filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B en 
tampon non dissociant (Tris/HCl 0,1M, NaCl 0.2M, pH 8.0) et en tampon disso- 
ciant (guanidineIHC1 6M) apparaissent respectivement dans les figures 23 
(prof i 1 E) et 24 (prof i 1 G) . Dans ces deux cas, la majeure partie des compo- 
sants glycoprotéiques apparaît dans les fractions exclues du gel. 

Les diagrammes d'élution obtenus après réduction et filtration en 

milieu non dissociant et en milieu dissociant apparaissent respectivement 
dans les figures 25 (prof i 1 F) et 26 (prof i 1 H) , Après action du mercapto- 

éthanol en tampon phosphate et chromatographie en tampon Tris/HCl (prof i 1 

F), i l  n'apparaît pas de modifications importantes dans 1 'aspect de la cour- 
be à l'orcinol de la fraction exclue (FI); dans la fraction partiellement 
retenue ( FII) , i l  apparaît un pic glycoprotéique mineur avec un maximum dans 
le tube No 32; la courbe à l'orcinol montre enfin, par rapport au profil 
correspondant E, une augmentation de la teneur en hexoses dans la fraction 

la plus retenue (FIII). L'examen de la courbe d'absorbante à 278nm montre un 
pic important dans la fraction FI traduisant l'existence d'une légère turbi- 
dité dans les tubes. 

Lorsque la réduction et la chromatographie sont faites en guanidi- 
ne/HCl 6M (profil H), la dépolymérisation des composants glycoprotéiques est 
plus importante, le pic principal à l'orcinol survenant dans la fraction HI1 
dont le maximum se situe dans le tube No 20. 

3) Mélange en proportions égales des phases solubles du malade Vid.. . (muco- 
viscidose) et du malade Lak.. . (bronchite chronique) 

Comme les diagrammes obtenus par filtration des phases solubles, 
réduites en tampon phosphate, de Vid.. d'une part (profil B, Fig. 21) et de 
Lak.. . d'autre part (profil F, Fig. 25) sont différents l'un de 1 'autre, une 
expérience de réduction d'un mélange à parties égales de ces deux phases so- 
lubles a été réalisée en tampon phosphate de sodium 0.075M, pH 7,3. 

Après chromatographie sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et 
éluée en tampon Tris/HCl 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0, le diagramme représenté à 

la figure 27 a été obtenu (prof i l  1). Comme dans le prof i l  B, la majeure 
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Fig. 23: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Lak.. . 
-te chronique) sur colonne de Sepharose CL-20 équilibrée et éluée en tam- 
pon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. Profil d'élution (-= hexoses, --- = A 278 
nm) . Echantil Ion déposé: 100mg; fractions recuei 11 ies après dialyse et lyophi 1 i- 
sation: I=lOmg; II=8mg; III=33mg. 
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Fig. 24: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Lak ... 
-(lEEZiTte chronique) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et élu& en tam- 
pon guanidine/HCl 6M. Profi 1 d'elution (- = hexoses, --- = A 278 nm). Echan- 
tillon déposé: 100mg; fractions recueillies après dialyse et lyophilisation: 
I=15mg; II=%mg; III=39mg. 
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Fig. 25: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Lak.. . (bronchite 
chronique) réduite en tampon phosphate et filtrée sur colonne de Sepharose CL-20 
équilibrée et éluée en tampon Tris O.IN, NaCl O.2M, pH 8.0. Profil d'élution 
(- = hexoses, --- = A 278 nm) . Echanti 1 Ion déposé: 100mg; fractions recuei Il ies 
apres dialyse et lyophilisation: I=25mg; 11=7mg; III=18mg. 
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Fig. 26: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Lak. .. (bronchite 
chronique) réduite en guanidine 6M et filtrée sur colonne de Sepharose CL-20 
equil ibrée et éluée en guanidine/HCl 6M. Prof i l  d'élution (- = hexoses, --- = 
A 278 nm) . Echanti 1 Ion déposé: 100mg; fractions recuei 1 lies après dialyse et lyo- 
philisation: I=3mg; II=13mg; III=48mg. 
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Fig. 27: Chromatographie de gel filtration du mélange à parties égales de phases 
solubles Vid.. . (mucoviscidose) et Lak.. . (bronchite chronique) réduit en tampon 
phosphate et filtré sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tampon 
Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. Profil d'élution (- = hexoses, --- = A 278 nm). 
Echantillon déposé:IOOng; fractions recueillies après dialyse et lyophilisation: 
I=3mg; Ibis=3mg; II=lOmg; III=24mg. 



partie du matériel glycoprotéique est partiellement retenue par la colonne, 
le pic se situant dans le tube No 32. 

4) Phase soluble du malade Vid. .. , préalablement traitée par la chaleur ou 
le PMSF 

Les résultats précédents pouvant laisser supposer l'intervention 
d'un éventuel système mucolytique activé par les agents à thiol, des essais 
d'inactivation de cette activité mucolytique ont été entrepris sur la phase 
soluble Vid ... avant réduction par le mercaptoéthanol et filtration sur co- 
lonne de Sepharose CL-2B en tampon Tris 0. IM, NaCl 0.2M, pH 8.0. 

Le diagramme d'élution de la phase soluble traitée par la chaleur 
(bain-marie bouillant pendant 20mn) puis réduite par le mercaptoéthanol est 
présenté à la figure 28 (prof i l  J) . Si 1 'on fait exception d'une opalescence 
apparaissant dans les fractions entièrement ou partiel lement exclues de la 
colonne de Sepharose, se traduisant par une absorbance plus élevée à 278nm, 
le profil obtenu, en particulier la courbe après réaction à l'orcinol, ne 
diffère pas sensiblement du profil A (Fig. 19) obtenu par filtration de la 
phase soluble non réduite. 

Le diagramme d 'élution de la phase soluble incubée en présence 
d'un inhibiteur des sérine-protéases, le PMSF à la concentration finale 
0.5mM, puis réduite par le mercaptoéthanol et enfin filtrée sur Sepharose 
CL-2B en tampon Tris O.IM, NaCl 0.2M, pH 8.0, apparaît en figure 29 (profil 
K). Comme dans le profil A (phase soluble non réduite), la fraction glyco- 
protéique majeure reste dans le volume d'exclusion de la colonne; cependant, 
une partie du matériel apparaît légèrement retardée, son élut ion survenant 
comme le pic glycoprotéique principal du prof i l  B (Fig. 21) obtenu par ré- 
duction de la phase soluble en tampon phosphate. En conséquence, en présence 
du PMSF, la réduction n'est que partielle. 

C/ ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES COMPOSANTS DE LA PHASE SOLUBLE APRES FRAC- 
TIONNEMENT SUR SEPHAROSE CL-2B 

Les différentes fractions obtenues par filtration de la phase so- 
luble de Vid.. . (mucoviscidose) sur colonne de Sepharose CL-2B, avant ou 
après réduction, en tampon non dissociant ou en tampon dissociant, ont été 
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Fig . 28: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Vid.. . (mucovis- 
cidose) traitée par la chaleur, réduite en tampon phosphate et filtrée sur co- 
lonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluee en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 
8.0. Profil d'élution ( =  hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; 
fractions recueillies après dialyse et lyophilisation:I=llmg; II=lOmg; III=26rng. 
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Fig. 24: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Vid. .. (mucovis- 
-traitée par le PMSF puis réduite en tampon phosphate et filtrée sur co- 
lonne de Sepharose CL-29 équilibrée et éluée en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 
8.0. Profil dlélution ( =  hexoses, --- = A 278 nm) . Echantillon déposé: 100mg; 
fractions recueil lies après dialyse et lyophilisation: I=13mg; II=6mg; III=3lmg. 



analysées par électrophorèse en gel d ' agarose. Les résultats apparaissent 
sous les diagrammes d 'élution correspondants (Fig. 19 à Fig. 22). Seule la 
fraction BI, obtenue en quantité insuffisante, n'a pu être étudiée. 

1) Electro~horèse des fractions AI. AI1 et AI11 (Fis. 19) 

La plus grande partie du matériel de la fraction AI ne peut péné- 
trer dans le gel et reste dans la fente de dépôt. 

Dans la fraction AII, outre la persistance d'une petite quantité 
d'échantillon au dépôt, il  apparaît deux composants principaux : l'un des 
composants, de faible mobi 1 ité électrophorétique, donne une 1 arge bande très 
fortement colorée par le PAS, et présente une faible affinité pour l'amido- 
schwarz dans sa partie cathodique, et pour le bleu de toluidine dans sa par- 
tie anodique. L'autre composant est de plus grande mobilité électrophoréti- 
que et se colore intensément par le bleu de toluidine. 

Dans la fraction AIII, deux bandes de faible mobilité électropho- 
rétique prennent fortement 1 'amidoschwarz, moins intensément le PAS et pas 
du tout le bleu de toluidine. Dans la partie anodique de la lame, deux au- 
tres bandes sont révélées uniquement par le bleu de toluidine, la moins ra- 
pide d'entre elles présentant des propriétés métachromatiques. En outre, une 
autre bande colorée seulement par l'amidoschwarz, possédant la même mobilité 
que la sérumalbumine, apparaît a mi-distance entre le depdt et les bandes 
colorées par le bleu de toluidine. 

2) Electro~horese des fractions CI. CI1 et CI11 (Fis. 20) 

Les fractions recuei 1 lies en mi 1 ieu dénaturant donnent à 1 'élec- 
trophorese des résultats assez peu différents de ceux que donnent les frac- 
tions obtenues en milieu non dénaturant. 

3) Electrophorèse des fractions BI1 et BI11 (Fig. 21) 

La fraction BI1 comporte deux bandes de faible mobilité : la plus 
lente est fortement colorée par le PAS, à peine détectée par l'amidoschwarz, 
et pas du tout révélée par le bleu de toluidine; la plus rapide prend égale- 
ment, mais moins intensément, le PAS, et est fortement colorée par le bleu 



de toluidine; 
La fraction BI11 montre deux bandes de faible mobilité colorée 

très légèrement par 1 'amidoschwarz et encore plus légèrement par le PAS; en 

outre, il existe dans la partie anodique de la lame une bande intensément 
colorée par le bleu de toluidine. 

4) Electrophorèse des fractions DI, DI1 et DI11 (Fig. 22) 

La fraction DI ne pénètre pratiquement pas dans le gel d 'agarose, 
à I 'exception d'une bande peu intense et peu mobile apparaissant après colo- 
ration par le PAS. 

La fraction DI1 comporte une large bande peu mobile, fortement co- 
lorée par le PAS et plus faiblement dans sa partie anodique par le bleu de 
toluidine, ainsi qu'une bande rapide révélée intensément par le bleu de to- 
luidine 

La fraction DI11 présente le même comportement électrophorétique 
que la fraction CIII. 

5) Electrophorese des fractions AII, AIII, BII, BIII, CII, CIII, DI1 et DI11 
après hydrolyse par la nucléase 

Après action de la nucléase du staphylocoque doré, les fractions 
ont été étudiées en électrophorèse sur agarose. Les resultats enregistrés 
(non présentés) sont, à un détai 1 près, en tous points simi laires à ceux 
déja exposés obtenus avec les fractions correspondantes non traitées par cet 
enzyme : en effet, dans toutes les fractions, la bande la plus rapide forte- 
ment colorée par le bleu de toluidine a disparu; la bande de mobilité plus 
faible, présentant des propriétés métachromatiques en présence du bleu de 
toluidine, persiste dans les fractions les plus retenues en Sepharose CL-2B 
(AIII, BIII, CI11 et DIII). 

D/ COMPOSITION CHIMIQUE 

Toutes les fractions recueillies après filtration de la phase so- 
luble Vid.. . (mucoviscidose) sur Sepharose CL-2B, à l 'état natif ou réduit, 
en milieu dissociant ou non dissociant, ont été dialysées, lyophi lisées et 



analysées du point de vue composition chimique. Les résultats enregistrés à 

partir des fractions AI, AII, AI11 et BII, BI11 obtenues en milieu non dis- 
sociant, sont présentés dans le tableau X;  ceux des fractions CI, CII, CI11 
et DII, DI11 obtenues en milieu dissociant, sont présentés dans le tableau 
XI. 

1) Com~osition en acides aminés 

La teneur en acides aminés dans les fractions exclues (AI et CI) 
ou partiellement retenues (AII, BII, CII, DII) est faible : 1 1  à 19.5 g/100g 
(poids sec); elle est plus faible dans les fractions réduites (BII, DII) que 
dans les fractions natives correspondantes (AII, CII). La proportion des a- 
cides aminés hydroxylés (Thr + Ser) est comprise entre 23.84 et 35.54 mol/ 
100mo1, plus élevée dans les fractions réduites (BI1,DII) que dans les frac- 
tions natives correspondantes (AII, CII) . La proportion en acides aminés 
dicarboxyliques (Asp + Glu) va de 12.73 A 17.28 mo1/100mol, et apparaît plus 
faible dans les fractions réduites (BII, DII) que dans les fractions natives 
correspondantes. 

La teneur en acides aminés dans les fractions fortement retenues 
par le gel (AIII, BIII, CI11 et DIII) est élevée, comprise entre 53.9 et 
64.6 g/100g (poids sec) . La proportion d 'acides aminés dicarboxyl iques est 
élevée (25.01 à 28.49 mo1/100mol), tandis que les acides aminés hydroxylés 
sont en proportion plus faible (11.81 a 12.07 mo1/100mol). 

2) Composition glucidique 

Les oses combinés constituent 49.0 et 51.6 g/100g (poids sec) dans 
les fractions exclues AI et CI. Dans les fractions partiellement retenues, 
la teneur en sucres passe de 51.7 et 39.2 g/100g avant réduction (AII, CII) 
à 67.5 et 49.6 g/100g après réduction (BII, DII) . Cette augmentation impor- 
tante des sucres totaux apparaît principalement liée A la variation du ga- 
lactose et N-acétylhexosamines. Par contre, dans les fractions fortement 
retenues (AIII, BIII, CIII, DIII) la teneur en sucres reste faible : 15.8 a 
18.5 g/lOOg. 

La longueur moyenne des chaînes glycanniques a été calculée en 
supposant que, dans les glycoprotéines ne possédant pas d'activité de groupe 
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Tableau X : composit ion chimique des f r a c t i o n s  obtenues après f i  1  t r a t i o n  

de l a  phase so lub le  na t i ve  ou r é d u i t e  en m i l i e u  non d i ssoc ian t  

{C*-, 
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F R A C T I  ONS 

ACIDES AMI NÉS 
mo 1/1 OOmo Z 

As P 
Th r 
Ser 
G l  u  
Pro 
G l  Y 
Al a  
Va 1  

% CYS 
Met 
Il e 
Leu 
TY r 
Phe 
LYS 
Hi s 
Mg 

Acides ami nés 
to taux  (g/100g) 

Thr + Ser 

Asp + Glu 
moZ/I OOmoZ 

SUCRES 

FUC 
Man 
Ga 1  
G l  c  
Ga 1  NAc 
G l  CNAC 
NANA 

Sucres totaux 
g/ 10og 

Long. moy. chaînes 

Sucres/Protéines 

SULFATE 

AA + Sucres + Sul f .  
(9/1009) 

,ZGq a : g/100g 
\\ , 

A 1 

7.25 
12.39 
11.45 
10.03 

6.56 
11.39 

9 .O7 
5.08 
1.18 
0.77 
2.84 
6.39 
2.48 
3.11 
3.74 
2.04 
4.25 

17.47 
m 

23.84 

17.28 

a  b 

9.8 2.6 
0.4 0.1 

16 .1  3.9 
1 .5  0.4 
5.2 1 

13.1 2.5 
2.9 0.4 

49,0 - 
10.9 

2.80 

0 .3  0.2 
m 

66.77 - 
(poids sec) 

A I  1 

7.03 
14.46 
10.46 
8.91 
8.13 

10.54 
8.70 
5.23 
0.74 
O .  54 
2.74 
6.61 
2.36 
3.00 
4 .O7 
2.53 
3.93 

19.56 - 
24.92 

15.94 

a  b 

12.2 2.2 
0.3 0.1 

16.4 3.9 
0.7 0.2 
5.3 1 

11.6 2.2 
5.2 0.7 

51.7 
9 

10.3 

2.64 
--------------------,.---------------------..----------..----------..---------- 

1.6 0.8 - 
72.86 
œ 

b : 

A I 1 1  

12.56 
5.89 
6.58 

14.20 
6.67 
8.15 
6.27 
4.98 
1.71 
2.51 
3.29 
7.98 
2.60 
3.56 
6.73 
3 .O3 
3.30 

62.65 
m 

12.47 

26.76 

a  b  

1.8 0.9 
1.3 0.6 
5.4 1.6 
0.7 0 .3  
2.7 1 
4.8 1.7 
1.8 0.5 

18.5 
m 

6.6 

0.30 

1.1 1.1 
m 

82.25 - 
rappor t  

B I  1 

5.01 
21.97 
13.57 
7.72 
8.82 
9.31 
8.94 
3.87 

t races  
0.64 
2.51 
5.24 
1.76 
2.15 
3.24 
2.80 
2.44 

15.16 - 
35.54 

12.73 

a  b  

12.3 2.2 
nd 

22.1 3.6 
1 .5  0.2 
7.7 1 

18.3 2.4 
5.6 0.5 

67.5 
œ 

9.9 

4.45 

2.4 0.8 
9 

85 .O6 - 
mola i re  (Ga1 

B I  II 

13 .O8 
5.55 
6.52 

15.41 
6.96 
8.42 
5.65 
4.39 
0.95 
2.53 
3.46 
8.13 
2.41 
3.62 
6.92 
3.38 
2.60 

64.60 
m 

12 .O7 

28.49 

a  b 

1.8 1.5 
1 .4  1.1 
5.0 3.9 
0.9 0.7 
1.6 1 
5 .3  3.3 
1.9 0.8 

17.9 - 
12.3 

0.28 

0.8 1 .3  
œ 

83.30 - 
NAc = 1 )  



FRACTIONS 

ACIDES A M I  NÉS 
moZ/100moZ 

As P 
T h r  
S e r  
Glu 
P ro  
G l y  
A l a  
Val  

%YS 
Met 
1 l e  
L eu 
TY r 
P he 
LYS 
H i s  
A rg 

Acides ami nés 
to taux  (g/100g) 

T h r  + Ser 

Asp + G lu  
mo Z/I OOmo 2 

SUCRES 

FUC 
Man 
Ga 1 
G l  c 
Ga 1 NAc 
G l  CNAC 
NANA 

Sucres to taux  
g/ 100s 

Long. moy. chaîne 

I SULFATE 

AA + Sucres + S u l f  j (9/1009) 

o ids  sec) 

5.42 
18.54 
12.89 
8.46 
9.33 
9.58 
8.37 
4.71 

t races 
0.56 
4.07 
5.40 
2.54 
2.52 
2.45 
2.25 
2.92 

11 . O 1  - 

appor t  m o l a i r e  (GalNAc = 1 )  (9 
Tableau X I  : Composition chimique des f r a c t i o n s  obtenues après f i l t r a t i o n  

de l a  phase s o l u b l e  n a t i v e  ou r é d u i t e  en m i l i e u  d i s s o c i a n t  



sanguin A, tous les résidus de N-acétylgalactosamine sont engagés dans des 
1 iaisons glycanne-peptides (Lamb1 in et al,, 1979). Le rapport molaire des su- 
cres totaux a la N-acétylgalactosamine exprime donc dans ces conditions la 
longueur moyenne des chaînes glycanniques. Ce rapport ne varie pas de façon 
significative dans les différentes fractions recueillies : i l  est compris 
entre 8.3 et 11.7 dans les fractions exclues ou partiellement retenues. 

Par contre, le rapport pondéral sucres totauxlac ides aminés totaux 
apparaît significativement plus élevé dans les fractions réduites (BII=4.45; 
DII=4.50) que dans les fractions natives correspondantes (AI I=2.64; CII= 
2.20). Dans les fractions fortement retenues (AIII, BIII, CIII, DIII), ce 
rapport est très faible : 0.25 à 0.34. 

La teneur en sulfate apparaît légeretnent plus élevée dans les 
fractions réduites peu retenues (BII=2.4 g1100g; DI I=2.6 g/ 1009) que dans 
les fractions natives correspondantes (AI I= 1.6 g/ 1009; CI 1=1 g/100g). 

Le total des différents constituants (acides aminés totaux + su- 
cres totaux + sulfate) est compris entre 58 et 85 g1100g (poids sec); c'est 
dans la fraction 1311 obtenue après réduction en tampon phosphate que ce to- 
tal est le plus élevé. 

El DISCUSSION 

La phase soluble native, préparée a partir de l'expectoration d'un 
enfant atteint de mucoviscidose (Vid . . .) , présente des diagrammes similaires 
en chromatographie de gel filtration sur Sepharose CL-2B, que lfélution soit 

faite en tampon non dissociant (Fig, 19) ou en milieu dissociant (Fig. 20). 
Bien qu ' apparaissant hétérogènes à 1 'électrophorèse, les fractions 

AI et AI1 (Fig. 19) et CI et CI1 (Fig. 20) ne diffèrent pas beaucoup les u- 
nes des autres du point de vue composition chimique. Le niveau élevé de leur 
rapport sucres/protéines, leur teneur élevée en thréonine, serine, proline, 
glycocolle et alanine, de même qu'en fucose, galactose et N-acétylhexosami- 
nes, ainsi que leur faible teneur en cysteine permettent de les identifier 
comme des glycoprotéines du type des mucines (Tableaux X et XI). 

L'examen des résultats de composition chimique révèle l'existence 
d'un déficit important dans la fraction CI1 éluée par la guanidine 6M : le 
total acides aminés + sucres + sulfate représente 57.9ûg1100g (poids sec). 
Cette perte s'explique assez mal. Elle peut être 1 iée a la persistance d lu- 



ne quantité non négligeable de sels minéraux ou de guanidine liés aux muci- 
nes, bien que cette fraction corne toutes les autres fractions ait été dia- 
lysée de façon extensive contre de l'eau distillée. Une autre hypothèse que 
l'on peut avancer pour expliquer, en partie du moins, ce "trou" de composi- 
tion chimique impliquerait des substances lipidiques dont la présence dans 
la phase soluble du mucus bronchique a déjà été rapportée (Warembourg - et 
al., 1968). La présence d 'acides nucléiques dans les fractions partiel lement - 
ou fortement retenues sur Sepharose CL-2B a été établie par électrophorèse 
qui montre la disparition, après l'action des nucléases, d'une bande rapide 
colorée par le bleu de toluidine. En conséquence, la participation de tels 
acides nucléiques peut aussi être invoquée pour rendre compte des déficits 
de composition dans certaines des fractions étudiées. 

Le traitement des phases solubles Vid... et Lak... par le mercap- 
toéthanol en présence de guanidine/HCl 6M se traduit, après filtration sur 
Sepharose CL-2B, par l'apparition dans le volume partiellement inclus dans 
la colonne, d'une proportion élevée des mucines (fractions DI1 et HII); é- 

tant donné que les fractions glycoprotéiques principales des phases natives 
correspondantes apparaissent à 1 'élut ion dans le volume exclu (fractions CI 
et GI), ce recul des mucines après réduction traduit une diminution de la 
taille moléculaire. Les fractions DI1 et HI1 restent encore cependant de na- 
ture hétérogène ainsi qu'en témoignent la réaction à ltorcinol qui montre un 
profil étalé et l'électrophorèse qui objective des composants de mobilite et 
d'affinité très différentes. 

A l'analyse chimique la fraction réduite DI1 apparaît, par rapport 
à la fraction native CII, sensiblement plus riche en hydroxyaminoacides et 
plus pauvre en acides aminés dicarboxyliques. La teneur en sucres totaux ap- 
paraît également plus élevée. Ces résultats montrent clairement que la ré- 
duction des mucines en milieu dénaturant entraîne une dépolymérisation par- 
tielle de la structure macromoléculaire, et qu'en conséquence quelques liai- 
sons covalentes de type disulfure sont impliquées dans cette structure. 

Le traitement de la phase soluble Vid. .. (mucoviscidose) par le 
mercaptoéthanol en tampon phosphate aboutit, après fractionnement sur Sepha- 
rose CL-2B, à la production de mucines de taille moléculaire plus faible et 
plus homogène (fraction BII) que lorsque la réduction et 1 lélution ont 1 ieu 



dans la guanidine (fraction DII). La détermination de la masse moléculaire, 
qui permet d'attribuer respectivement les valeurs de 260 000 et 400 000 aux 
fractions BI1 et DII, confirme le degré plus important de "dépolymérisation" 
de BI1 par rapport à 011. L'électrophorèse de la fraction BI1 met en éviden- 
ce deux bandes de faible mobilité électrophorétique et fortement colorées 
par le PAS; la bande de plus faible mobilité correspond vraisemblablement à 

des mucines neutres, et l'autre bande, également colorée par le bleu de to- 
luidine, à des mucines plus acides (Lamblin et al., 1979). En ce qui concer- 
ne la composition chimique, la réduction en tampon phosphate entraîne des 
modifications plus importantes que la réduction en guanidine: la perte en 
acides aminés dicarboxyliques et le gain en acides aminés hydroxylés sont 
plus importants dans la fraction BI1 que dans la fraction DII. Comme dans la 
fraction DII, il n'y a, dans la fraction BII, que des traces de cystéine, et 
le rapport sucres/protéines est du même ordre de grandeur. 

En conséquence, la réduction des mucines en tampon phosphate in- 
duit une dissociation plus marquée que celle produite par réduction en tam- 
pon dénaturant. L'action des agents de réduction opérant en milieu non dis- 
sociant sur les mucines bronchiques ne peut donc s'expliquer par la seule 
rupture de ponts disulfure. Comme cela avait déjà été antérieurement suggéré 
par Lamblin et al. (1979), il est possible à partir des résultats que nous 
avons enregistrés après réduction de la phase soluble du malade Vid.. . , at- 
teint de mucoviscidose, de proposer que le mercaptoéthanol agit, outre par 
son effet de rupture de liens disulfure, en stimulant un système mucolyti- 
que. - 

Cette interprétation est corroborée par 1 'observation que 1 a phase 
soluble préparée 3 partir de l'expectoration du malade Lak ..., atteint de 
bronchite chronique, résiste fortement à la dépolymérisation lorsqu'elle est 
traitée seule par le mercaptoéthanol en tampon phosphate, mais qu'el le subit 
une dissociation importante lorsqu 'el le est réduite en présence d 'une quan- 
tité équivalente de la phase soluble Vid.. . . De ces résultats i 1 ressort que 
le système mucolytique présent dans la phase soluble Vid.. . et activable en 
présence des agents de réduction, serait absent, au moins partiellement, de 
la phase soluble Lak.. . L'observation que le traitement préalable de la pha- 
se soluble Vid ... par la chaleur ou par le PMSF, inhibiteur de protéases, 
protège, au moins partiel lement, contre la réduction, même en tampon phos- 
phate, va dans le même sens et permet en outre de soupçonner la nature en- 



zymatique du phénomène de protéolyse activé par les réducteurs. 

Les mucines obtenues par réduction de la phase soluble préparée à 

partir de 1 'expectoration de deux malades différents (Vid . . . et Lak . . .) pré- 
sentent un comportement différent en chromatographie de gel filtrat ion. Cet- 
te variation du comportement des rnucines selon le mucus bronchique indique 
probablement que la sensibilité aux agents réducteurs varie d'un individu 3 
l'autre, et que le contenu en protéases activables par les agents de réduc- 
tion varie aussi d'un mucus i3 l'autre. 





II. Etude de l'action des agents réducteurs 

sur les mucines 

de la phase fibrillaire du mucus bronchique 



Cette étude a été réalisée 3 partir de l'expectoration d'un malade 

(Nas . . . ) appartenant au groupe sanguin A, et atteint de bronchite chronique. 

A/ PREPARATION DE LA PHASE FIBRILLAIRE DU MUCUS BRONCHIQUE 

500ml de 1 'expectoration du malade Nas.. . ont permis d 'isoler, a- 

près lavage par trois volumes de sérum physiologique, centrifugation, dialy- 
se et lyophilisation 2.909 de phase soluble (soit 5.80gIl de mucus) et 5.399 
de phase fibrillaire (soit 10.78g/l de mucus). Les composants non dialysa- 
bles de cette expectoration se répartissent donc en phase soluble: 35%, et 
phase f ibrillaire: 65%. 

BI COMPORTEMENT DES CONSTITUANTS DE LA PHASE FIBRILLAIRE EN CHROMATOGRAPHIE 
DE GEL FILTRATION SUR SEPHAROSE CL-2B 

1) Phase f ibrillaire native solubilisée en guanidine/HCl 6M 

100mg de phase fibrillaire ont été solubilisés par agitation dans 
lGml de guanidineIHC1 6M. Après élimination d'un insoluble de h g  par cen- 
trifugation, ltéchantillon est déposé sur colonne de Sepharose CL-2B équili- 

brée et éluée par de la guanidine/HCl 6M. 
Le diagramme dlélution (prof i 1 A) est présenté à la figure 30. 

Trois fractions glycoprotéiques sont obtenues: la fraction AI exclue de la 
colonne, très riche en oses combinés, représente 32% du mucus fibrillaire de 
départ; la fraction AII, d'élution légèrement retardée, également riche en 
oses, et la fraction AI II très retardée, absorbant davantage a 278nm, con- 
tiennent respectivement 14 et 22% du mucus de départ. 

De ces résultats i l  apparaît que la guanidinelHC1 6M est un bon 
agent de solubilisation et de dissociation du mucus fibrillaire et que, la 
majorité des glycoprotéines, qui apparaîssent dans le volume d'exclusion de 
la colonne, conservent une structure macromoléculaire. La masse moléculaire 
des glycoprotéines de la fraction AI, déterminée par ultracentifugation a 
1 léqui 1 ibre, est de 1 000 000. Ce résultat confirme donc le comportement de 
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Fig. 30.  Chromatographie de gel filtration de la phase fibrillaire native Nas. .. 
(bronchite chronique) sur colonne de Sepharose CL-28 équilibrée et éluée en gua- 
nidine/HCl 6M. En haut : prof i l  d'élution (- = hexoses, --- = A 278 nm) . 
Echanti 1 lon déposé: 92mg; fractions recuei 11 ies après dialyse et lyophilisation: 
I=32mg; II= 14mg; III=22mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions 
après coloration par l'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu 
de toluidine (BT). 



ces molécules en chromatographie de gel filtration. 

2) Phase fibrillaire réduite en milieu dissociant 

100 mg de phase fibrillaire solubilisée en tampon TrisIHC1 0.3M, 
guanidineIHC1 6M, pH 8.0 ont été réduits par le mercaptoéthanol, et alkylés 
par 1 ' iodoacétamide . Les produits obtenus, dialysés, lyophi 1 isés, sont frac- 
tionnés par gel filtration sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et é- 

luée en guanidine/HCl 6M. 
Le diagramme obtenu (prof i l  B) est présenté à la figure 31. Trois 

fractions glycoprotéiques sont recueillies. La fraction BI exclue est mineu- 

re (4% du matériel de départ). La fraction BI1 légèrement retardée, très 
riche en oses, représente 29% de 1 'échantillon de départ, et constitue la 
fraction majeure. La fraction BIII, fortement retardée, pauvre en oses et 
présentant une forte absorbance à 278 nm, représente 13% du mucus uti 1 isé. 

La masse moléculaire des mucines éluées dans la fraction glycopro- 

téique majeure BI1 est de 435 000. 

3) Phase fibrillaire réduite en milieu non dissociant 

100mg de la phase f ibri llaire Nas.. . ont été réduits par du mer- 
captoéthanol en tampon phosphate de sodium 0.075MY pH 7.3. Un insoluble de 
6mg a été éliminé par centrifugation. Les produits de réduction, dialysés et 
lyophilisés, ont été filtrés sur Sepharose CL-2B en milieu Tris 0.1M, NaCl 
0.2M, pH 8.0. 

Le diagramme d'élution (profil C, Fig. 32) montre trois fractions 
glycoprotéiques : une fraction mineure exclue (CI = gmg), une fraction majeu- 
re retardée (CI1 = 39mg) et une fraction fortement retardée (CI11 = 17mg). 
Par comparaison avec la fraction majoritaire des mucines réduites en présen- 
ce de guanidineIHC1 6M (BII), les mucines réduites en tampon phosphate (CII) 
sont éluées plus tardivement de la colonne de Sepharose, et leur masse molé- 
culaire est plus faible: 250 000 (contre 435 000 pour BII). 
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Fig. 31: Chromatographie de gel filtration de la phase fibrillaire Nas. .. (bron- 
chite chronique) réduite et alkylée en tampon Tris/HCl 0.3M, guanidineIHC1 6M, 
pH 8.0, sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en guanidine 6M. En 
haut : prof i l  d 'élution (- = hexoses, --- = A 278 nm) . Echanti llon déposé 
100mg; fractions recuei 11 ies après dialyse et lyophi 1 isation: I=4mg; II=29mg; 
III=13mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions après coloration par 
1 'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT) .  
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Fig. 32 Chromatographie de gel filtration de la phase fibrillaire Nas. .. (bron- 
chite chronique) réduite en tampon phosphate sur colonne de Sepharose CL-2B 
équilibrée et éluée en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. En haut : profil 
d'élution (- = hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 94mg; fractions 
recueil lies après dialyse et lyophilisation: I=9mg; II=39mg; III=17mg. En bas: 
analyse électrophorétique des fractions après coloration par l'amidoschwarz 
(AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT). 



C/ ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS GLYCOPROTEIQUES NAS... SEPAREES PAR 
GEL FILTRATION DU MUCUS FIBRILLAIRE SUR SEPHAROSE CL-2B 

1)Mucus f ibrillaire natif solubil isé en guanidine 6M (Fig. 30) 

L'électrophorèse en agarose a pH 8.2 montre que la fraction AI pé- 
nètre un peu dans le gel et qu'elle se colore intensément par le PAS, très 
faiblement par l'amidoschwarz et le bleu de toluidine. 

La fraction AI1 donne une bande diffuse de mobilité sensiblement 
plus grande que AI; elle est intensément colorée par le PAS, plus faiblement 
par llamidoschwarz dans sa partie cathodique et par le bleu de toluidine 
dans sa partie anodique. 

La fraction AI II apparaît plus hétérogène, comportant une bande 
diffuse de faible mobilité, légèrement colorée par le PAS, et dans sa partie 
anodique par le bleu de toluidine; elle est fortement révélée par l'amido- 
schwarz dans sa partie cathodique. En outre, une fine bande de même mobilité 
que la sérumalbumine est colorée par I'amidoschwarz, et une autre bande pos- 
sédant une forte mobilité électrophorétique prend le bleu de toluidine. 

2) Mucus fibrillaire réduit en guanidine 6M (Fig. 31) 

La majeure partie de la fraction BI reste dans la fente de dépôt, 
colorée par l'amidoschwarz, le PAS et le bleu de toluidine. Une faible par- 
tie du matériel se présente sous forme d'une bande peu mobile, colorée par 
le PAS. 

La fraction BI1 apparaît sous forme d 'une bande diffuse colorée 
par le PAS et le bleu de toluidine, ainsi que par l'amidoschwarz dans sa 
partie cathodique. 

la fraction BI II apparaît hétérogène constituée d 'une bande d iffu- 
se prenant le PAS et l'amidoschwarz, et d'une bande également diffuse plus 
anodique colorée par le bleu de toluidine. 

3) Mucus f ibrillaire réduit en tampon phosphate ( Fig. 32) 

La fraction CI pénetre mal dans le gel et présente les mêmes aff i- 
nités tinctoriales que la fraction correspondante BI. 



La fraction CI1 apparaît sous forme d'une large bande fortement 
colorée par le PAS, à peine révélée par l'amidoschwarz sous forme d'une ban- 
de étroite dans sa partie cathodique, et fortement colorée dans sa partie 
anodique par le bleu de toluidine. 

La fraction CI1 1 apparaît très hétérogène comportant trois bandes: 
une bande peu mobile uniquement colorée par llamidoschwarz, une bande plus 
rapide colorée par le PAS et l'amidoschwarz, enfin une bande encore plus ra- 
pide prenant llamidoschwarz et le bleu de toluidine. 

D l  COMPOSITION CHIMIQUE 

Les fractions glycoprotéiques séparées par gel fi ltration sur Se- 
pharose CL-2B du mucus fibrillaire Nas. .. natif (AI, 1 1  AIII), ou réduit 
en guanidine 6M 1 1 1  BIII) ou encore réduit en phosphate (CI, CII, 
CIII) ont été dialysées, lyophilisées et leur composition chimique a été 
déterminée. La composition en acides aminés apparaît dans le tableau XII et 
la composition glycannique dans le tableau XIII. 

1) Fractions recueillies après filtration du mucus fibrillaire natif en 
guanidineIHC1 6M 

La fraction glycoprotéique majeure AI, exclue en gel filtration 
apparaît comme la fraction la plus glycosylée (52.20g1100g) et la moins ri- 
che en acides aminés (19.19g/100g). La proportion des acides aminés hydroxy- 
lés est relativement élevée (29.54mo1/100mol), et celle des acides aminés 
dicarboxyliques est faible ( 15.84mo1/10hol) . Le rapport pondéral sucres/a- 
cides aminés est 2.72. 

Les fractions AI1 et surtout AI11 sont plus riches en acides ami- 
nés et contiennent moins d'oses combinés; les hydroxyaminoacides y sont en 
proportion plus faible et les acides aminés dicarboxyl iques en proportion 
plus élevée. Dans les trois fractions, la teneur en cystéine est faible et 
la teneur en sulfate similaire. 

De cette analyse chimique, il  ressort que la fraction glycoproté- 
ique AI de masse moléculaire élevée possède une composition du type des mu- 
cines, bien que comportant de faibles quantités de mannose et de glucose. 



FRACTI ONS 

ACIDES AMI NÉS 
mo Z/3 @Omo Z 

A ~ P  
Th r  
S e r  
G lu  
Pro  
G IY 
A 1 a 
Va 1 

%CYS 
Met 
1 l e  
Leu 
TY r 
Phe 
LY s 
H is  
A r g  

Aci  des ami nés 
totaux (g/100g) 

Thr + Ser 
mo Z / 1  OOmo Z  

Asp + Glu 
mo Z / l  OOmo Z 

Tableau X I I  : Composition en acides aminés des f r a c t i o n s  obtenues après f i l t r a t i o n  du mucus f i b r i l l a i r e  Nas.. 





2) Fractions recueillies après filtration du mucus fibrillaire réduit en 
guanidineIHC1 6M 

La fraction la plus glycosylée est la fraction BII, légerement re- 
tenue sur la colonne de Sepharose. Par rapport a la fraction AI, sa teneur 
en oses combinés (67.20gIlOûg) est plus élevée, et sa teneur en acides ami- 
nés (18.19g1100g) plus faible. La proportion en acides aminés hydroxylés est 
plus élevée (39.26mo1/100mol) et celle en acides aminés dicarboxyliques plus 
faible ( 12.08mo1/10(Xnol) . Le rapport des sucres totaux aux acides aminés to- 
taux est de 3.69. 

Dans la fraction BI, les oses représentent 24.4ûg110ûg et les aci- 
des aminés totaux 13.609, donnant un rapport sucreslac ides aminés de 1.79. 
Cette fraction est plus riche en acides aminés dicarboxyliques et moins 
riche en hydroxyaminoacides que la fraction glycoprotéique majeure BI 1. Le 
total des acides aminés + sucres + sulfate ne représente que 40.90gl100g. Ce 
déficit important de composition s'explique assez mal, et 1 'on peut soit 
incriminer la persistance, malgré la dialyse, de sels de guanidine dans la 
fraction, soit encore évoquer l'existence de composants de nature non glyco- 
protéiques tels qu'acides nucléiques ou l ipides . 

Dans la fraction BIII, la teneur en acides aminés est de 28.02gl 
100g, et la teneur en sucres 38.10gl100g. Les acides aspartique et glutami- 
que sont abondants (26.30%), tandis que thréonine et sérine ne représentent 
que 17.63%. 

Les trois fractions sont sulfatées, et leur teneur en cystéine est 

faible. 

3) Fractions recueillies après filtration du mucus fibrillaire réduit en 

tampon phosphate 

La fraction majeure est la fraction CI1 très riche en glucides 
(81 .10g/100g) , composée de fucose, galactose, N-acétylgalactosamine, N-acé- 
tylglucosamine et acide sialique. Elle comporte encore une faible teneur de 

glucose, mais pas de mannose. Les acides aminés représentent 12.79g/100g, ce 
qui donne un rapport sucres/acides aminés de 6.34. Tnréonine et sérine cons- 
tituent 48% des acides aminés, tandis que acide aspartique et glutamique ne 
représentent que 5.5% de ceux-ci . 



Les fractions CI et surtout CIII sont moins glycosylées et plus 
riches en acides aminés que la fraction CII. 

La cystéine est présente en faible proportion dans CI, CI1 et 
constitue plus de 2% dans CIII. 

E l  DISCUSSION 

Le mucus fi,brillaire préparé à partir de l'expectoration du malade 
Nas ..., atteint de bronchite chronique, a éte filtré sur colonne de Sepharo- 
se CL-2B dans trois conditions: à l'état natif après solubilisation en gua- 
nidine 6M; après réduction par le mercaptoéthanol en présence de guanidine 
6M; et après réduction par le mercaptoéthanol en tampon phosphate de sodium 
0.075M, pH 7.3. 

Après solubi 1 isation par la guanidine, la fraction glycoprotéique 
principale est éluee dans le volume d'exclusion de la colonne de Sepharose, 
indiquant que ces glycoprotéines ont une taille moléculaire élevée. Ce com- 
portement chromatographique est en accord avec la mesure de la masse molécu- 
laire qui attribue a cette fraction une masse de 1 000 000, et avec l'analy- 
se électrophorétique qui révele que l'essentiel du matériel analysé, coloré 
par 1 'amidoschwarz et le PAS, ne peut pénétrer dans le gel d' agarose. L'ana- 
lyse chimique indique une teneur élevée en glucides, avec une composition 
glycannique caractérisée par la présence des oses habituels dans les muci- 
nes, mais aussi par de faibles quantités de mannose et de glucose; les aci- 
des aminés ne représentent que 19% de la structure moléculaire, avec une 
proportion élevée de threonine, serine, pro1 ine, glycine et alanine, et une 
proportion faible des acides aminés dicarboxyl iques . 

Apres réduction en milieu dissociant, la fraction glycoprotéique 
majeure apparaît légèrement retardée par le gel de Sepharose. La masse mo- 
léculaire des composants de cette fraction est de 435 000, confirmant qu'une 
diminution importante de la taille moléculaire des glycoprotéines est inter- 
venue sous l'action du mercaptoéthanol. L'électrophorèse montre que la majo- 
rité du mucus réduit pénètre dans le gel et présente une affinité importante 
pour le PAS mais aussi pour l'amidoschwarz et le bleu de toluidine. L'analy- 
se chimique de la fraction glycoprotéique majeure montre par rapport a celle 



de la fraction non réduite correspondante un enrichissement en glucides et 
un appauvrissement en acides aminés . La proportion de thréonine et de séri- 
ne est plus élevée et celle de l'acide aspartique, de 1 'acide glutamique et 
de la cystéine plus faible. Ces résultats indiquent qu'en mi 1 ieu dissociant, 
les agents réducteurs entraînent une dépolymérisation des mucines probable- 
ment par rupture de ponts disulfure au sein de l'édifice macromoléculaire. 

Après réduction et filtration sur Sepharose en milieu non disso- 
ciant, le retard ii liélution de la fraction glycoprotéique majeure est enco- 
re plus important que quand la réduction se fait en milieu dissociant. La 
masse moléculaire (250 000) est également plus faible. L'analyse électropho- 
rétique met en évidence une fraction glycoprotéique de mobilité plus grande, 
prenant intensément le PAS et le bleu de toluidine mais à peine détectée par 
1 'amidoschwarz. La teneur en glucides est nettement plus élevée et celle des 
acides aminés plus faible que dans la fraction correspondante réduite en 
guanidine 6M. La fraction glycannique ne comporte plus de mannose; la pro- 
portion en acides aminés hydroxylés est plus élevée et ce1 le des acides arni- 
nés dicarboxyliques plus faible. 

Ces résultats indiquent que la dépolymérisation des mucines est 
plus importante après réduction en mi lieu non dissociant qu 'après réduction 
en milieu dissociant. La rupture de ponts disulfure, qui rend compte de 
l'action des réducteurs en milieu dissociant, ne peut cependant ii elle seule 
suffire pour expliquer la dégradation plus prononcée des mucines réduites en 
milieu non dissociant. Ici encore, comme dans le cas des phases solubles 
bronchiques précédemment envisagé, 1 ' intervention d 'un système mucolytique 
activé par les agents réducteurs doit être envisagé lorsque la réduction 
s 'effectue en tampon non dénaturant. 





III. Discussion générale sur l 'action 

des agents d e  réduction 

sur les mucines bronchiques 



Les agents réducteurs sont de longue date connus comme agents mu- 
colytiques et mucorégulateurs et parfois uti 1 isés a des fins thérapeutiques 
pour fluidifier les secrétions bronchiques dans les états d'hypersecrétion 
bronchique (Webb, 1962; Sheffner, 1963; Gernez-Rieux et al., 1964; Hamnerschlag 
et a1 .,1980; Li et a1 ., 1980; Melville et a1 ., 1980; Puchelle et a1 ., 1980a; 
Tabachnik et al., 1980; Takishima et al., 1980; Yanaura et al., 1982). 

L'étude de 1 'action des agents réducteurs sur les mucines tant 
dans la phase soluble que dans la phase fibrillaire du mucus bronchique a 
suggéré que le mécanisme d'action des agents a thiol pouvait être double 
dans certaines conditions: d'abord une action classique de rupture de ponts 
disulfure a la fois en milieu non dissociant et en milieu dissociant; en 
outre, et seulement en milieu non dissociant, activation d'un système muco- 
lytique, 

L'effet de rupture de ponts disulfure est indiscutable quand on 
considère la diminution de la tail le et de la masse moléculaire des mucines 
des phases soluble et fibrillaire traitées par le mercaptoéthanol en milieu 
dissociant. Cependant, étant donné la faible teneur en cystéine des rnucines 
réduites dans ces conditions, il est vraisemblable que la majeure partie des 
liaisons disulfure rompues appartiennent a des protéines qui, malgré la na- 

ture dénaturante du milieu, sont associées aux mucines par liaisons non CO- 
valentes. 

En milieu non dissociant, les réducteurs agissent en outre par ac- 
tivation d'un système mucolytique dont la nature reste encore incertaine. Un 
certain nombre d'éléments convergent cependant qui laissent penser qu'il 
s'agit d'un phénomène de protéolyse de nature enzymatique: 

- l'intervention probable d'un tel phénomène avait déja 
été proposée par Lamb 1 in et al . ( 1979) pour expl iquer 1 'hétérogénéité des 



mucines bronchiques réduites en milieu non dissociant, tant du point de vue 
de leur masse moléculaire que de leur aspect en microscopie électronique 
sous forme de bâtonnets de longueur très variable. 

- par rapport a la réduction en milieu dénaturant, la 
réduction en tampon phosphate 0,075M, pH 7.3 produit des mucines de plus pe- 
tite taille, dont l'élution d'une colonne de Sepharose est plus retardée et 
dont la masse moléculaire est significativement plus faible, L'analyse élec- 
trophorétique révèle que ces mucines se colorent moins par 1 'amidoschwarz; a 
l'analyse chimique, les modifications portent non sur la fraction glycanni- 
que mais sur 1 'axe polypeptidique avec diminution plus importante de la te- 
neur en acides aminés (et donc enrichissement relatif en sucres, et augmen- 
tation du rapport sucres/acides aminés). 

- la réduction des mucines dans la phase soluble Vid... 
n'est que partielle lorsque, avant action du mercaptoéthanol en tampon phos- 
phate, 1 'échantillon a été chauffé au bain-marie bouillant ou mis en présen- 
ce d'un inhibiteur de protéases. 

- Houdret et al. (1983) ont récemment montré que l'incu- 
bation de mucines bronchiques natives de haut poids moléculaire avec deux 
inhibiteurs de protéases agissant simultanément (PMSF et EDTA) protège ces 
glycoprotéines de l'effet mucolytique induit par le mercaptoéthanol ou l'a- 
cétate 4-aminopheny lmercurique ( APMA) , 

- la présence d'enzymes protéolytiques dans les secre- 
tions trachéobronchiques a déja été rapportée par Twumasi et al. ( 1977) ; 
Lieberman et al, ( 1971) ont également rapporté 1 'existence dans les expecto- 
rations purulentes de leucoprotéases activables par les agents réducteurs. 

- de nombreux inhibiteurs de protéases a caractère neu- 
tre, dont certains possèdent une forte teneur en cystéine, ont été caracté- 
risés dans les secrétions bronchiques humaines (Schiessler et al., 1978; Ha- 
yem et al., 1980b; Stockley et al., 1980b; Hochstrasser et al,, 1981 ; Kueppers 
et al,, 1982). 

Le mécanisme d'action par lequel les agents inhibiteurs activent 
un ou des système(s) protéolytique(s) reste encore spéculatif, Une action 
directe sur une thiol-protéase ou la libération d'une protéase t3 partir d'un 
complexe protéase-inhibiteur de protéase inactif peuvent être envisagées, 
Ces complexes enzyme-inhibiteur constituent selon Houdret et al. ( 1983) des 
structures protéiques de faible masse moléculai re , associées aux mucines 



bronchiques, et dissociables de celles-ci par électrophorèse en gel de poly- 
acrylamide en présence de SDS. Le mercaptoéthanol et l'acétate 4-aminophe- 
nylmercurique auraient la propriété soit de modifier la conformation soit 
encore de dissocier les complexes enzyme-inhibiteur; les protéases ainsi li- 
bérées deviendraient actives et exerceraient leur action protéolytique se 
traduisant par 1 'effet de mucolyse. 

L'étude des phases solubles provenant de deux malades différents a 
montré que 1 'importance du système mucolytique susceptible d'être activé par 
les agents réducteurs est quantitativement variable selon le mucus envisagé: 
son activité est beaucoup plus élevée dans la phase soluble provenant du ma- 
lade atteint de mucoviscidose (Vid,. .) que dans la phase soluble provenant 
du malade atteint de bronchite chronique ( Lak . .) , Cependant, les résultats 
sont encore insuffisants à ce jour pour tenter d'établir une corrélation é- 

ventuelle entre la sensibilité d'un mucus a un agent de réduction et l'exis- 
tence d'une pathologie associée bien définie, 

Cette observation pourrait cependant avoir une portée plus généra- 
le que le cas ponctuel étudié. Le concept qui s'en dégage conduirait a envi- 
sager, en dehors de toute recherche de corrélation cliniro-biologique, que 
la sensibilité du mucus bronchique aux agents réducteurs peut varier d'un 
individu 3 l'autre. 

La résistance que nous avons observee à la réduction des rnucines 
de la phase soluble Lak,. . est comparable 3 une observation faite antérieu- 
rement par Feldhoff et al. (1979). Ces auteurs ont en effet remarqué que la 
réduction des mucines isolées de secrétions trachéobronchiques d'un patient 
asthmatique n 'entraîne pas de modification de leur prof i 1 d 'élution d 'une 
colonne de Sepharose 48. En conséquence Feldhoff et al. ( 1979) ont estimé 
que la rupture seule de liaisons disulfure dans les rnucines ne conduit pas 3 
une diminution importante de leur taille moléculaire. Creeth et al. ( 1977) 
ont également rapporté que, concernant la masse moléculaire des rnucines 
bronchiques, 1 'effet de la réduction par le dithiothréitol en milieu non 
dissociant varie beaucoup d 'une expectoration 3 1 ' autre. 

Williams et al. (1982) et Carlstedt (1982) ont récemment rapporté 
que les rnucines trachéobronchiques normales résistent en mi 1 ieu dissociant a 
l'action du dithiothréitol. Ces auteurs considèrent en conséquence que la 
structure moléculaire des rnucines ne peut résulter d'une polymérisation dlé- 
ventuelles sous-unités reliées par ponts disulfure. Cependant ils n'écartent 



pas la possibilité que de telles liaisons intramoléculaires puissent exister 
dans la séquence polypeptidique des mucines : dans ces conditions, 1 ' action 
des agents ne doit affecter que la structure secondaire de la molécule sans 
modification importante de la masse moléculaire de l'édifice. Selon Williams 
et al . ( 1982), les différences de comportement des muc ines trachéobronch i - 
ques vis-3-vis des agents réducteurs seraient en fait le reflet de l'activi- 
té protéolytique endogène de chaque mucus: l'activité dans le mucus serait 
probablement plus faible chez l'individu normal que chez le malade atteint 
de bronchite chronique ou de mucoviscidose. 





TROlSlEME PARTIE 

ORGANISATION SUPRAMOLECULAIRE 

DES MUCINES BRONCHIQUES 



Quand on examine la littérature sur les mucines bronchiques, i l  
ressort de 1 'ensemble des travaux effectués une certaine hétérogénéité tant 
dans les résultats de composition chimique que dans les conceptions émises 
sur la structure de ces macromolécules. Comme cela a déja été souligné dans 
la première partie de ce mémoire, une part importante de cette hétérogénéité 
semble s'expliquer par la diversité des matériels d'étude utilisés. En effet 
certains auteurs ont travaillé sur la secrétion bronchique totale (Boat - et 
a1 . ,1976), d 'autres plus nombreux ont travai 1 lé sur les phases séparées (fi- - 
brillaire et/ou soluble) du mucus (Roussel et a1 ., 1975). Divers procédés de 
séparation ont ainsi été mis en oeuvre: soit ultracentrifugation directe de 
1 'expectoration (Bhaskar et al., 1981 ) ,  soit lavage du mucus avec de 1 'eau ou 
du sérum physiologique suivie d'une centrifugation a vitesse élevée (Creeth 
et al., 1977; Rose et a1 ., 1979) ou 3 basse vitesse (Brogan,1959; Havez - et 
a1.,1967; Ryley,1970; Degand et a1.,1973b; Roberts,1974,1976; Lafitte et - - 
a1 ., 1975; ~amblin et al., 1977b; Brown et al., 1981). - 

Pendant des années, le mucus a été considéré comme une entité 
presque immuable résistant à la dispersion même en présence d'un excès de 
sérum physiologique. Cependant, la notion de deux phases distinctes, fibril- 
laire et soluble, a été remise en cause lorsque Feldhoff et al. ( 1979) ont 
observé qu'une part importante de la secrétion trachéobronchique pouvait 
être solubilisée par dilution au 1/10 dans l'eau et agitation. 

I l  était dès lors intéressant d'entreprendre comme premier point 
de cette troisième partie du mémoise une étude systematique de l'influence 
de l'hydratation sur la solubilisation du mucus bronchique. Ce travail a 
permis d'évaluer les effets de la dilution et de l'agitation sur la solubi- 
lité des molécules non dialysables de 1 'expectoration recueillie au cours 
d ' affections bronchopulmonaires variées, et de déterminer la teneur des com- 



posants macromoléculaires solubles et non solubles dans la secrétion bron- 
chique native. 

Le second point de cette troisième partie du mémoire propose une 
nouvelle méthode d'isolement des mucines bronchiques permettant une nouvelle 
définition de ces molécules. 

Lamblin et al. ( 1973) ont en effet montré que le traite- 
ment du mucus fibrillaire bronchique par les agents de rupture des ponts 
disulfure en milieu non dissociant permet de solubiliser les mucines bron- 
chiques. Après purification, ces molécules sont apparues en microscopie 
électronique sous la forme de longs filaments polypeptidiques dont la flexi- 
bi 1 ité est cependant 1 imitée par la présence de nombreuses chaînes latérales 
glycanniques (Lambl in et al., 1979). Cependant la distribution des longueurs 
des molécules ainsi purifiées est apparue beaucoup plus grande que ne le 
laissait prévoir leur caractère homogène en chromatographie de gel filtra- 
tion. Il a été suggéré que cette hétérogénéité pouvait être liée à l'action 
d 'un système mucolytique de nature enzymatique (Lambl in et al., 1979). De 
fait, le travail exposé dans la deuxième partie du mémoire a montré qu'en 
milieu non dissociant les agents réducteurs possédaient la propriété d'acti- 
ver un systeme protéolytique mucolytique. 

Ayant ainsi établi que les molécules par ré- 
duction du mucus bronchique ne correspondaient en réalité qu'à des fragments 
de mucines, et mettant à profit 1 'observation que la majorité des composants 
macromoléculaires peuvent être extraits par simple agitation mécanique d'une 
di lution aqueuse étendue du mucus bronchique ( Feldhoff et a1 . ,1979), une 
nouvel le méthode d '  isolement des mucines bronchiques a été mise au point 
avec le souci de les préparer dans un état aussi proche que possible de leur 
état natif. Les mucines ainsi isolées ont été analysées sur le plan chimique 
ainsi qu'a l'électrophorèse en gel de polyacrylamide et en microscopie élec- 
tronique. Grace à cette nouvelle approche physicochimique, une nouvelle dé- 
finition de la structure complexe des mucines bronchiques pourra être propo- 
sée. 





1. Influence de l 'hydratation 

sur la solubilisation 

du mucus bronchique 



L'expectoration de patients atteints de diverses affections bron- 
chiques a été recueillie. 15 patients étaient atteints de bronchite chroni- 
que (br-ch.), 6 de mucoviscidose (mucov.), 6 de bronchiectasie (br-ect), 1 
d'asthme, 3 de cancer bronchiolo-alvéolaire (c.b.a.) et 1 de silicose (si- 
lic.). Tous les échantillons avaient un volume au moins égal à 20ml. 

A/ SOLUBILISATION DES EXPECTORATIONS DANS L'EAU DISTILLEE 

1) Effet de la dilution progressive de 1 'expectoration par 1 'eau 

L'expectoration émise par 18 patients a été soumise à une dilution 
progressive par 1 'eau distillée selon une méthode comportant 4 étapes (Fig. 
33). A chaque étape, 3 volumes d 'eau sont ajoutés soit à 1 'expectoration 
soit au culot résiduel ; le mélange obtenu est agité 3 4OC sur agitateur ma- 
gnétique tournant à 2000 rpm, puis centrifugé à 40009 pendant 30mn. Les sur- 
nageant~ recueillis (I,II,III et IV) ainsi que le dernier culot sont dialy- 
ses contre de l'eau distillée pendant 4 jours, lyophilisés et pesés. Les 
composants macromoléculaires totaux de l'expectoration apparaissent ainsi 
formés par les composants macromoléculaires solubi 1 isés (ensemble des surna- 
geants 1, II, III et IV) et par les composants macromoléculaires insolubles 
(culot final). 

Les résultats de cette étude (Fig. 34) montrent que, en moyenne, 
65% des macromolécules sont solubilises après dilution par 3 volumes d'eau, 
tandis que, après dilution avec 9 ou 12 volumes d'eau, plus de 90% du maté- 
riel non dialysable a été extrait dans la phase aqueuse. 

2) Répartition des composants macromoléculaires après di lution de 1 'expecto- 
ration par 12 volumes d'eau 

32 expectorations différentes ont été extraites en une fois par 12 
volùmes d'eau, avec agitation pendant 24h à 4OC et 2000 rpm. Après centrifu- 
gation pendant 30mn à 4000g, les surnageants et culots obtenus ont été dia- 
lysés, lyophi 1 isés et pesés. 



EXPECTORATION 
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F igure  33 : Schéma de l a  d i l u t i o n  progressive des expectorat ions pa r  l ' e a u  
d i s t i l l é e .  
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des composants macromoléculaires des expectorat ions.  Nombre de 
malades examinés : 18; pourcentage moyen e t  étendue des valeurs.  



La répartition des composants macromoléculaires solubles et inso- 
lubles est représentée dans le tableau X I V .  D'une façon générale, plus de 
75% des composants macromoléculaires de l'expectoration (exprimés en poids 
sec) sont extraits par dilution avec 12 volumes d'eau. Cependant, chez 5 su- 
jets atteints de mucoviscidose, les résultats de la solubilisation sont plus 
faibles. 

Les données recuei Il ies dans les trois groupes de malades les plus 
nombreux (bronchite chronique, mucoviscidose et bronchiectasie) sont résu- 
mées de façon synthétique dans le tableau XV qui indique la concentration 
moyenne (ainsi que les valeurs extrêmes enregistrées ) des composants macro- 
moléculaires totaux, solubles et insolubles dans les expectorations de cha- 
cun de ces groupes. 

La teneur en composants macromoléculaires est plus élevée chez les 
patients atteints de bronchite chronique ( 12.3mglml) que chez les enfants 
atteints de bronchiectasie (7.4mglml) , mais el le reste cependant inférieure 
à ce1 le observée dans le groupe atteint de mucoviscidose ( 19.2mglml). Dans 
ce dernier groupe, la proportion de composants macromoléculaires solubles 
est cependant plus faible (62.8%) que dans le groupe atteint de bronchite 
chronique (86.3%) ou de bronchiectasie (86.9%). 

Les moyennes observées dans chacun des trois groupes ont été com- 
parées deux a deux a l'aide du test t de Student, et les différences enre- 
gistrées ont été considérées comme significatives pour p inférieur à 0.05 
(Tab. X V I ) .  

3) Effet de l'agitation mécanique sur la solubilisation du mucus 

La vitesse d'agitation en présence d'eau pouvant être un facteur 
important dans le phénomgne de solubilisation du mucus, une expérience de 
dilution d'une expectoration à différentes vitesses d'agitation a été réa- 
li sée. 

L'expectoration d'un malade (120ml) a été divisée en 4 fractions 
égales de 30m1, et chacune de ces fractions, diluée par 12 volumes d'eau, a 
été agitée sur agitateur magnétique tournant à vitesse différente (0, 500, 
1000 et 2000 rpm) pendant 24h à 4OC. Après centrifugation, les surnageants 
ont été dialysés, lyophilisés et pesés. 

La proportion des macromolécules solubilisées dans ces conditions 



1 Ma 1 ades Vol ume 1 Composants macromoléculaires 
- - v I - I I l v - - v - -  

Nom âge affection 
(ml > 

totaux ( sol ubles I insolubles 
I 

mg/ml / mg/ml % mg/ml % 

BAY.. 
DEL.. 
GUI. .  
LEM.. 
MUY . . 
SAI . .  
SQU . . 
ELK.. 
GHE.. 
RAH . . 
BEN.. 
NES . . 
BEL.. 
BOU. . 
MOR. . 
DIA..  
F A I . .  
MEY.. 
NAS . . 
ROD.. 
SAR. . 
AMR. . 
BAB.. 
DAS . . 
HAM. . 
KAM. . 
T A I . .  

NEG. . 
GAR. . 
IDA. .  
COU.. 

MUR.. 

br.ch. 
br .ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 
br.ch. 

mucov. 
mucov . 
mucov . 
mucov. 
mucov. 
mucov. 

br . ect 
briect 
br.ect 
br .ect 
br.ect 
br . ect 
as thme 

c.b.a. 
c.b.a. 
c.b.a. 

silic. 

- -  - 

'7. 
, , 

\ ' j  

Tableau XIV : Concentration et distribution des composants macromoléculaires 
dans l'expectoration recueillie chez 32 malades atteints de diverses affections 
bronchiques, et diluée par addition de 12 volumes d'eau. (br.ch.= bronchite 
chronique, mucov.= mucoviscidose; br.ect= bronchiectasie; c.b.a.= cancer bron- 
choalvéolaire, silic.= silicose). 



Tableau X V  : Concentration moyenne et distribution moyenne des composants macro- 
moléculaires dans les expectorations de bronchite chronique, de mucoviscidose et 
de bronchiectasie, diluées par addition de 12 volumes d'eau. 

Mal ades 

nombre affection 

bronchite 
l5 chronique 

mucovi s- 
cidose 

bronchi- 
ectasie 

Tableau XVI : Comparaison, par le test t de Student, de la concentration moyenne 
et de la distribution moyenne des composants macromoléculaires dans les expecto- 
rations de bronchite chronique (br .ch .) , de mucoviscidose (mucov .) et de bron- 
chiectasie (br.ect) diluées par addition de 12 volumes d'eau. Le seuil de signi- 
fication des différences a été fixé 3 0.05. NS= non significatif. 

/-:y 

Composants macromoléculaires 

Groupes 

testés 

br.ch./mucov. 

br.ch./br.ect 

rnucov./br.ect 

a - -  

insolubles 

mg/ml % 

1.6 13.7 
(0.6 - 4.3)  (5.8 - 22.1) 

8 . 1  37.2 
(1.5 - 21.5)(13.2 - 63.2) 

0.9 13.1 
(0.5 - 1.6)  (8 .1  - 24.4) 

totaux 

mg/ml 

12.3 
(4 .9  - 21.2) 

19.2 
(11.3 - 33.9) 

7.4 
(4.6 - 12.7) 

Composants macromoléculaires 
v v - - v v v m - v m v - -  

- * - - . C - - - v . C -  

solubles 

mg/ml % 

10.7 86.3 
(3 .8  - 18.8)(77.9 - 94.2)  

11.1 62.8 
(7.2 - 15.8)(36.8 - 86.8) 

6.5 86.9 
(4 .1  - 11.1)(75.6 - 91.9) 

insolubles 

% mg/ml 
l 

p < 0.005 p < 0.001 

NS N S 

p < 0.05 p < 0.01 

totaux 

mg /ml 

p < 0 . 0 5  

p < 0.05 

p<0.02 

solubles 

mg /ml % 
1 

NS p < 0.001 

NS NS 
1 

~ ~ 0 . 0 2  , p < O . O l  



a été de 36.3% dans l'échantillon non agité, et de 92.3%, 91.8% et 95.6% 
dans les échantillons agités respectivement a 500, 1000 et 2000 rpm. 

4) Rôle éventuel de la protéolyse dans la solubi 1 isation du mucus 

Un effet de protéolyse ne pouvant être a priori écarté dans le mé- 
canisme de solubil isation du mucus, une autre série d 'expériences a été réa- 
l i sée en présence ou en l ' absence de PMSF ( Phényl -méthyl -sulfonyl f luorure) , 
inhibiteur de protéases. 

7 expectorations provenant de malades différents ont ainsi été 
divisées chacune en deux fractions égales; l'une des 2 fractions est addi- 
tionnée de 12 volumes d'eau contenant du PMSF 0.05mM; 1 'autre fraction est 
additionnée de 12 volumes d 'eau seulement. 

Le protocole d'extraction appliqué aux 14 fractions , ainsi prépa- 
rées a été le même et est schématisé a la figure 35. Ce protocole comporte 
une première extraction aqueuse avec agitation 24h a 4OC. La centrifugation 
sépare le surnageant du culot. Une partie des composants contenus dans le 
culot pouvant correspondre a des globulines ayant précipité dans un milieu 
fortement hypotonique, le culot No 1 a été soumis à une deuxième extraction 
en présence de 3 volumes de sérum physiologique, avec agitation 24h a 4OC. 
La centrifugation permet a nouveau de séparer un nouveau surnageant et un 
deuxième culot. Des macromolécules du type des mucines étant encore suscep- 
tibles d'avoir été complexées par du calcium et demeurant donc insolubles, 
le culot No 2 est a nouveau extrait par 3 volumes diEDTA (acide éthylène di- 
amine tétraacétique) 0.005mM, avec agitation 24h a 4OC. Une dernière centri- 
fugation sépare le troisième surnageant et le culot final No 3. Les trois 
surnageants et le culot No 3 sont dialysés, lyophilisés et pesés. 

Les résultats de cette étude apparaissent dans le tableau XVII. 
Etant donné la difficulte que l'on rencontre pour diviser une expectoration 
en deux fractions parfaitement identiques, les résultats obtenus en présence 
de PMSF ne sont pas signif icativement différents de ceux obtenus en son 
absence, et en conséquence, il n'y a aucune indication que des sérine-pro- 
téases aient pu agir dans le phénomène de solubilisation du mucus agité en 
présence de 12 volumes d'eau. Après extraction du culot No 1 par le sérum 
physiologique et du culot No 2 par 1 'EDTA, de petites quantités de matériel 
macromoléculaire apparaissent dans les surnageants correspondants; mais i l  



EXPECTORATION 

l + 12 vol eau, avec ou sans PMSF O.OSM 
agitation 24h, 4°C; centrifugation 4000g, 30mn 

+ + 
Surnageant (Eau ou PMSF) Culot Nol 

I 

I + 3 vol NaCl 0.9%; agitation 24h, 4°C 
centrifugation 40009, 30mn 

4 
Surnageant (NaC1) Culot NO2 
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I + 3 vol EDTA 0.005mM; agitation 24h, 4°C 
centrifugation 40009, 30mn 

1 
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1 
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Figure 35: Protocole de solubilisation du mucus bronchique en présence ou en 
"absence de PMSF. 7 expectorations différentes ont été traitées par addition de ' 

12 volumes d'eau, avec ou sans PMSF 0.05mM; le culot obtenu par centrifugation a 
été extrait sucessivement par 3 volumes de NaCl 0.9%, puis par 3 volumes dlEDTA 
0.005mM. Surnageants et culot final ont été dialysés, lyophilisés et pesés. 

Tableau XVII: Comparaison de la distribution des composants macromoléculaires 
dans / expectorations extraites successivement par 12 volumes d 'eau (avec ou 
sans PMSF 0.05mM), 3 volumes de NaCl 0.9% et 3 volumes d'EDTA 0.005mM. Le proto- 
cole détaillé est indiqué a la Fig. 35. Les résultats sont exprimés en pourcen- 
tage des composants macromoléculaires totaux dans chaque expectoration. 

Mal ades 

BAY.. 

GHE.. 

RAH . . 
COU.. 

BIL.. 
BOU. . 
BEL. . 

Extraction sans PMSF 

Surnagean ts Dernier 
Eau NaCl EDTA culot 

83.3 1.1 traces 15.5 

77.0 7.8 3.9 11.3 

90.2 2.1 0.6 7.1 

85.4 3.4 0.5 10.7 
84.7 1.6 0.3 13.4 

88.3 5.1 0.2 6.4 
81.7 1.8 0.4 16.1 

Extraction avec PMSF 

Surnageants Dernier 
PMSF NaCl EDTA culot 

86.1 3.6 3.0 7.3 

72.0 7.4 4.0 16.6 

86.9 2.3 1.7 9.1 

88.0 2.9 0.7 8.4 

87.5 1.9 0.9 9.7 

95.2 3.7 traces 1.0 

78.9 1.4 0.7 19.0 



est difficile de dire s'il s'agit là d'une action propre du sérum physiolo- 
gique et de 1 'EDTA, ou s 'i 1 ne s'agit pas tout simplement de la continuation 
de l'extraction par l'eau. 

B/ DISCUSSION 

Les résultats obtenus au cours de ce travail indiquent qu'une très 
large part des composants macromoléculaires du mucus bronchique peut être 
solubilisée par dilution dans 12 volumes d'eau distillée, confirmant ainsi 
Ilobservation initiale faite par Feldhoff et al. (1979). En montrant que la 
proportion de macromolécules solubilisées dépend du degré de dilution appor- 
tée, cette étude laisse en outre entrevoir qu'à la limite, à dilution infi- 
nie, tout le mucus peut être solubilisé. En conséquence, il  convient de re- 
considérer la notion ancienne de mucus fibrillaire immuable, et de lui subs- 
tituer la notion de phase géliforme et de phase soluble en équilibre l'une 
avec l'autre en fonction du degré d'hydratation du mucus. 

De nombreux travaux ont été consacrés par le passé a la phase fi- 
brillaire, géliforme, du mucus bronchique humain (Havez et a1.,1967; Ro- 
berts, 1974,1976; Rose et al., 1979; Bhaskar et al., 1981). Au cours de ces 
travaux, la phase fibrillaire, considérée comme une entité bien définie, a 
été lavée selon des méthodes variées, en utilisant soit de l'eau soit du 
sérum physiologique. Il est donc probable que les différents auteurs cités 
n'ont pas tous travaillé sur la même fraction du mucus bronchique, et qu'en 
conséquence, i l  convient de garder une certaine prudence dans l'interpréta- 
tion de certains résultats discordants acquis dans ces conditions. 

Les résultats de Feldhoff et nos propres observations posent le 
problème du mécanisme de solubi 1 isation du mucus dans 1 'eau. PlusieuPs hypo- 
thèses peuvent être évoquées a cet égard: 

- l'expectoration humaine, en particulier quand elle est 
surinfectée, peut être riche en protéases (Twumasi et a1 ., 1977). Dans ces 
conditions, i l  n'est pas interdit d'envisager que, même à 4OC, une certaine 
activité protéolytique puisse se manifester dans le mucus, augmentant ainsi 
la solubilité de ce dernier. Cependant, le fait que la solubilisation inter- 
vienne encore en présence de PMSF, ne plaide pas pour cette hypothèse, sauf 
a considérer 1 ' intervention d ' autres fami 1 les de protéases, thiol-protéases 



ou métallo-protéases par exemple. 
- le r6le de l'agitation mécanique ne doit pas être 

sous-estimé: i 1 a en effet été montré que des filaments d'ADN pouvaient être 
cassés par agitation, la cassure se produisant statistiquement au milieu de 
la molécule (Levinthal et a1 ., 1961). Au cours de l'agitation du mucus, un 
phénomène similaire de rupture pourrait aussi intéresser les longues molécu- 
les de mucines bronchiques, facilitant ainsi la solubilisation du mucus. 

- i l  est possible que le mécanisme en jeu soit en fait 
multiple : d'une part un effet propre de dissolution par l'eau, et d'autre 
part un effet mécanique de rupture moléculaire. 

Quand on examine les résultats des différentes expectorations ana- 
lysées, i l  apparaît qu'en moyenne l'expectoration des sujets atteints de 
bronchiectasie est significativement plus pauvre en composants macromolécu- 
laires totaux que celle des sujets atteints de bronchite chronique ou de 
mucoviscidose (Tab. XV et XVI) . Cette observation est en accord avec ce1 le 
de Potter et al. ( 1967) qui ont montré que chez des malades atteints de mu- 
coviscidose, la teneur en eau des secrétions bronchiques est plus faible que 
chez des patients atteints de bronchiectasie ou laryngectomisés. Nos résul- 
tats montrent en outre que si, du point de vue teneur en eau, les expectora- 
tions de mucoviscidose et de bronchite chronique sont comparables, par con- 
tre, en moyenne, les composants macromoléculaires sont beaucoup moins solu- 

, bles au cours de la mucoviscidose qu'au cours de la bronchite chronique. 

Il apparaît des variations non négligeables lorsque l'on compare 
la concentration des composants macromoléculaires solubles et totaux de 
1 'expectoration des différents patients d 'un même groupe pathologique (Tab. 
XIV). 

- Corne i l  ne semble pas que ces modifications de con- 
centrations macromoléculaires soient liées à un phénomène de protéolyse, on 
peut se demander si elles ne sont pas le reflet de mouvements d'eau entre la 
lumière et la muqueuse bronchiques: de l'eau peut être perdue par évapora- 
tion dans l'air inspiré mais aussi par absorption par la muqueuse sous-ja- 
cente. 

- Knowles et al. ( 1981) ont suggéré que 1 'absorption 
excessive de sels et peut être d'eau par les muqueuses respiratoires pouvait 
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contribuer a la pathogénie des désordres pulmonaires dans la mucoviscidose. 
Le volume et la composition des secrétions bronchopulmonaires semblent régu- 
lés, en partie du moins, par un mécanisme de transport actif du sodium et du 
chlore (Olver et a1.,1975; Al-Bazzaz et a1.,1979; Davis et a1.,1980; Nadel, 
1980; Widdicombe et a1 ., 1980). Si la liaison entre la secrétion d'eau et le 
transport des ions est probable, i l  a aussi été suggéré que la secrétion du 
mucus était controlée indépendamment de la secrétion de 1 'eau (Nadel et al . , 
1979). 

- Les variations d'un jour a l'autre du volume expectoré 
et de la concentration en composants macromoléculaires solubles peuvent éga- 
lement s'expliquer par une contamination d'origine salivaire ou encore par 
la déglutition d'une fraction de la secrétion bronchique. Le fait de n'avoir 
examiné que des expectorations de plus de 20ml permet cependant de minimiser 
l'influence de la salive sur les résultats. 

Le point important qui se dégage de ce travail est que la solubi- 
lité des composants du mucus bronchique dépend du degré d'hydratation de ce 
milieu, et que par dilution i l  est possible de solubiliser la quasi-totalité 
de ces composants. A la notion ancienne de phase fibrillaire immuable bai- 
gnant dans une phase soluble devrait donc se substituer la notion nouvelle 
de deux phases, fibrillaire et soluble, réalisant entre elles une sorte 
d'équilibre en fonction du degré d'hydratation du mucus. Le mécanisme par 
lequel la dilution du mucus permet de solubiliser la phase fibrillaire reste 
cependant imprécis et, pour 1 'expl iquer, on peut, outre 1 'effet solvant pro- 
pre de l'eau, également envisager le rôle éventuel de l'agitation mécanique 
et celui de la protéolyse. 





II. Isolement des mucines bronchiques 

en l'absence des agents réducteurs 

Etude de leurs propriétés physico-chimiques 

Approche de leur configuration 

en microscopie électronique 



Au cours de cette étude, deux expectorations différentes ont été 
examinées: ce1 le d'un malade (G.. .), atteint de bronchite chronique, et 
celle d'un enfant (B...), atteint de mucoviscidose. 

Le schéma général de purification des mucines a partir de ces ex- 
pectorations est représenté a la figure 36. Le schéma montre qu'apres dilu- 
tion du mucus par l'eau (1:12, v/v) et centrifugation, le surnageant re- 
cuei 11 i a été soit lyophilisé soit concentré par filtration sur une membrane 
poreuse. La raison principale qui a poussé a adopter pour les échantillons 
deux méthodes différentes de concentration tient au fait qu'en cours d'étu- 
de, les images que donnaient certaines fractions lyophilisées au microscope 
électronique faisaient craindre que la lyophilisation ne soit responsable de 
la création d'artéfacts. La filtration sur membrane poreuse, qui permettait 
d'éviter de lyophiliser, a donc été, chaque fois que possible, retenue comme 
méthode de concentrat ion, en particul ier lorsqu 'un examen de microscopie 
électronique devait être effectué. 

A/ PURIFICATION ET ANALYSE CHIMIQUE DES MUCINES 

1) Purification et analyse chimique des surnageants lyophilisés 

a) 200ml de chaque expectoration ont été extraits par dilution au 
1:12, v/v, dans l'eau et agitation pendant une nuit a 4OC. Après centrifu- 
gation et lyophilisation, les surnageants et les culots ont été pesés: 

- a partir du mucus de bronchite chronique, le matériel 
recuei 11 i représentait 4545mg dans le surnageant G1 (dont 60% dialysables) 
et 390mg dans le culot. 

- a partir du mucus de mucoviscidose, le surnageant BI 
représentait 7235mg de matériel (dont 52% dialysables) et le culot 1785mg. 

b) Les surnageants G1 et B1 ont été fractionnés par chromatogra- 
phie de gel filtration sur colonne de Sepharose CL-20 en guanidineIHC1 6M, 
donnant les diagrammes représentés respectivement dans les figures 37 et 38. 
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Figure 37: Chromatographie de gel filtration du surnageant G1 (mucus de bronchi- 
te chronique dilué au 1112è dans l'eau, centrifugé et lyophilisé sans dialyse), 
Colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée par la guanidineIHC1 6M. Profi 1 
dlélution:c-.= hexoses; w = A 278nm. Echantillon déposé:150mg dans 10ml de 
guanidineIHC1 6M; fractions recueillies après dialyse et lyophilisation: 62-1 = 
20.3mg; 62-2 = 11.8mg; 62-3 = 17.4mg. 

40 No des fractions 

Figure 38: Chromatographie de gel filtration du surnageant BI (mucus de muco- 
viscidose dilué au 1112è dans l'eau, centrifugé et lyophilisé sans dialyse). 
Colonne de Sepharose CL-2B équi 1 ibrée et éluée par la guanidineIHC1 6M. Prof i 1 
dJ61ution: o-o = hexoses;-= A 278nm. Echantillon déposé:î50mg dans 10ml de 
guanidineIHC1 6M; fractions recuei 1 lies après dialyse et lyophi 1 isation: B2- 1 = 
21.8mg; B2-2 = 6.5mg; B2-3= 32.6mg. 



Dans les deux cas, trois fractions glycoprotéiques ont été recueillies (G2- 
1 ,  62-2 et G2-3 d'une part, B2-1, 82-2 et 82-3 d'autre part) qui ont été 
dialysées et lyophilisées. 

c) Les résultats de l'analyse chimique de chacune de ces fractions 
aooaraissent dans le tableau XVIII. 

- les fractions 62-1 et 82-1, exclues de la colonne de 
Sepharose CL-2B, ont une teneur et une composition glucidique typique de 
celles des mucines. Ces fractions contiennent aussi beaucoup de lipides: 
près de 25% de leur poids dans le cas de 62- 1 (bronchite chronique) et 40% 
dans le cas de 82-1 (mucoviscidose). L'analyse lipidique détaillée de ces 
fractions (Tab. XIX) révèle une teneur élevée en phospholipides; les 
glycol ipides , les glycérides et les acides gras apparaissent également en 
quantités non négligeables. 

- Les fractions retardées 62-2 et B2-2 ont une composi- 
tion chimique également typique de celles des mucines; elles sont beaucoup 
moins riches en lipides que les fractions exclues 62-1 et 82-1. 

- Les fractions les plus retardées en gel fitration, G2- 
3 et B2-3, dont 1 'absorbance a 278nm apparaît très élevée (Fig . 37 et 38) , 
possèdent une forte teneur en acides aminés; la proportion en acide asparti- 
que et en acide glutamique est plus importante que celle de la sérine et de 
la thréonine; ces fractions sont par ailleurs peu glycosylées, tous caractè- 
res qui permettent de les distinguer des mucines éluées plus t6t du gel de 
Sepharose. 

d) Les différentes fractions séparées par gel filtration ont été 
analysées par électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence de SDS. 
Les résultats sont présentés à la figure 39 (surnageant G1 et fractions dé- 
rivées) et à la figure 40 (surnageant BI et fractions dérivées). 

- Dans les fractions exclues 62-1 et 82-1, la plus gran- 
de partie du matériel glycoprotéique, intensément coloré par le réactif de 
Schiff après oxydation periodique, demeure dans le gel de concentration. Une 
faible partie des composants, colorée par le bleu Coomassie, pénètre dans le 

gel sous forme d'une traînée au sein de laquelle apparaissent quelques ban- 
des. Un composant de bas poids moléculaire, coloré par le PAS ainsi que pah 
le noir Soudan correspond probablement à des glycolipides. 

- Les fractions retenues G2-2 et 82-2 donnent des* as- 
pects simi laires a ceux des fractions correspondantes 62-1 et B2-1. Cepen- 



Tableau XV I I  1 : Compos it ion ch irnique des différentes fractions separees par 
chromatographie de gel filtration des surnageants lyophilis4s G 1  et B I .  



Tableau XIX : Composition lipidique des fractions exclues de la colonne 
de Sepharose CL-2B: 62-1 (bronchite chronique) et B2-1 (mucoviscidose). 
La composition est exprimée en pourcentages pondéraux de la quantité de 
1 ipides extraits . 

FRACTIONS 

Acides gras 

Glycérides 
Cholestérol + stérides 
Phospholipides 
Glycol i pides 

'L~' 

Tableau XX : Composition chimique des fractions obtenues par délipidation 
du mucus bronchique. 

62- 1 

20.2 

7.5 
12.9 

26.8 

16.9 

B2-1 

15.1 

5.8 
17.1 

37.3 

20.9 



PAS NS 

Figure 39: Electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS du surnageant G1 de 
l'expectoration d'un malade atteint de bronchite chronique, ainsi que des frac- 
tions 62-1, G2-2 et 62-3. Les gels ont été colorés soit par le bleu Coomassie 
(BC), soit par le réactif de Schiff (PAS). En outre, dans le gel situé le plus 
a droite, les fractions ont été précolorées par le noir Soudan (NS). Aucune 
utilisation de mercaptoéthanol n'a été faite au cours de ces expériences. 



- N m  r < Y m  - 
I l t  I 

N N N  - A L m - m  
E m m m m  m m  m m Z m m  

BC PAS NS 

Figure 40 : Electrophorése en gel de polyacrylarnide-SDS du surnageant B1 de 
l'expectoration diun enfant atteint de mucoviscidose, ainsi que des fractions 
B2-1, B2-2 et B2-3. Les gels ont été colorés soit par le bleu Coornassie (BC), 
soit par le réactif de Schiff (PAS). En outre, dans le gel situé le plus à 
droite, les fractions ont été précolorées par le noir Soudan (NS). Aucune uti- 
lisation de mercaptoéthanol nia été faite au cours de ces expériences. 



dant, la teneur en glycolipides y est plus faible, et en outre, quelques 
protéines d'un poids moléculaire inférieur à 100 000 apparaissent dans la 
fraction 62-2. 

e) La figure 41 montre le résultat de 1 'électrophorèse en gel de 
polyacrylamide des différentes fractions préalablement réduites par chauffa- 
ge à 100°C pendant 3mn en présence de 2-mercaptoéthanol. Le profil protéique 
des fractions 62-1, B2-1 et 82-2 reste inchangé par ce traitement, tandis 
que dans les fractions 62-2, 62-3 et 82-3 des protéines de plus faible poids 
moléculaire apparaissent après réduction. 

f) Les fractions 62-2 et 62-3 d'une part, B2-2 et 82-3 d'autre 
part ont par ail leurs été incubées en présence de nucléases puis analysées 
par électrophorèse en agarose. La figure 42 montre dans les fractions B2-2 
et B2-3 la presence d'une bande rapide colorée par le bleu de toluidine; 
leur disparition après action des nucléases permet de les identifier comme 
étant des acides nucléiques. On peut en outre remarquer dans la fraction B2- 
3, la persistance, malgré 1 'action des nucléases, d 'une bande légèrement 
moins rapide que les acides nucléiques et à caractère métachromatique après 
coloration au bleu de toluidine. L'acidité de cette bande, jointe à sa méta- 
chromasie et à sa résistance aux nucléases permet de soupçonner l'existence 
de mucopolysaccharides acides dans cette fraction. 

2) Purification des surnageants non lyophi 1 isés 

Dans une autre série d'expériences, le surnageant d'extraction 
aqueuse (12 volumes) de chaque expectoration (G: bronchite chronique, B: 
mucoviscidose) a été, corne cela apparaît à la figure 36, concentré par fil- 
tration sur membrane poreuse (diamètre des pores : 0.2OPm) . Pour chaque sur- 
nageant, la fraction retenue et le filtrat ont été recueillis. 

a )  Les fractions retenues sur le filtre (GI* ou BI*) ont été, 
après dialyse contre de la guanidineIHC1 6M, analysées par chromatographie 
sur colonne de Sepharose CL-2B. Les profils d'élution de ces fractions Gl* 
et BI* ne sont pas présentés ici: ils sont identiques à ceux des surnageants 
lyophilisés (61: Fig. 37, BI: Fig. 38). 

b) Les filtrats ont été lyophilisés puis chromatographiés sur co- 
lonne de Sepharose CL-2B en guanidineIHC1 6M. Les prof i ls obtenus (non pré- 
sentés) indiquent la présence presque exclusive de composants de faible mas- 



Figure 41 : Electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS des différentes frac- 
tions separées à partir des surnageants B I  (mucoviscidose) et  G 1  (bronchite 
chronique) par chromatographie sur Sepharose CL-2B. A v a n t  dépôt, les fractions 
ont  été chauffées à 100°C pendant 3mn en l'absence ou en présence ( r )  de 2-mer- 
captoethanol. Les gels o n t  été ensuite colorés par le bleu Coomassie. 
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se moléculaire, fortement retenus par le gel de Sepharose; les composants de 
masse moléculaire élevée (similaires à ceux des fractions 62-1 et 62-2) 
n'existent qu'à l'état de traces. 

B/ MICROSCOPIE ELECTRON IQUE ( *) 

De façon à pouvoir visualiser non seulement des molécules isolées 
mais aussi d 'éventuels agrégats moléculaires susceptibles de ne pas être dé- 
celés dans les préparations standards, les différents échantillons ont été 
préparés selon plusieurs méthodes : méthode de répl ique macromoléculaire, mé- 
thode d'étalement au cytochrome C et méthode de contraste négatif. 

La fraction de rnucines 62-1 (fraction exclue de la colonne de Se- 
pharose CL-2B, et concentrée par lyophilisation) a été examinée selon la 
technique d'étalement par le cytochrome C. Il a ainsi été mis en hidence, 
non seulement les formes filamenteuses précédemment décrites par Lamblin - et 
al. ( 1979) mais aussi parfois des agrégats en forme de "buissons" (Fig. 43). - 
Dans les fractions 62-2 et 62-3, retenues par le gel de Sepharose, il  n'a 
jamais été observé de tels aspects de "buissons". De la même façon, lorsque 
la fraction 62-1 lyophilisée a été préparée sous forme de réplique métalli- 
que, seules les formes filamenteuses ont été visual isées. Cette différence 

d'aspect selon la méthode de préparation peut avoir plusieurs origines: elle 
peut être 1 iée à 1 'exclusion des agrégats au cours de la préparation des 
répliques macromoléculaires ou bien à leur dissolution dans le glycérol à 

50%; la production de "buissons" peut également être liée à la présence du 
cytochrome C. 

Considérant que l'observation des mucines devait se faire a une é- 

tape aussi précoce que possible de la purification, le surnageant Gl*, n'a- 
yant pas subi de lyophilisation, a ensuite été examiné. Cette fraction est 
constituée de structures filamenteuses, dont la longueur va de 200nm envi- 
ron à plus de 1000nm. 

(*): l a  microscopie électronique a é t é  réalisée dans l e  laboratoire du Doc- 

teur Henry S. SZayter (Dana-Farber Cancer Ins t i tu t e  and Departments of Phy- 

siology and Biophysics, Harvard Medical School, Boston, MA, USA). Nous l ' en  

remercions t r è s  vivement. 



Figure 43 : Aspects en microscopie électronique de la fraction 62- 1 ,  préparée 
selon la méthode d'étalement au cytochrome C avec application de platine, mon- 
trant des agrégats en forme de "buissons". Quelques structures fi lamenteuses 
sont également visualisées (en bas, à droite). Grossissement 100 000 x . 



La fraction 62-l*, obtenue par filtration de Gl* sur Sepharose CL- 
28 et concentration sur membrane, a été examinée selon la méthode de la ré- 
plique macromoléculaire, dans des conditions légèrement différentes de tel- 
les décrites dans 1 'appendice technique (le tampon utilisé est un tampon 
acétate d 'ammonium 0.1M, pH 6.8, contenant, pour faci 1 iter 1 'étalement, 50% 
de glycérol; l'ombrage métallique a été réalisé par dépdt de 0.5 x IO6 g/cm2 
de tungstène). Cette technique permet de mettre en évidence des molécules 
isolées, de conformation relachée et dont la longueur est facile à mesurer 
(Fig. 44). Par rapport aux images observées après application de platine, la 
déformation des molécules par accumulation de méta 1 est moins prononcée dans 
la technique d 'ombrage au tungstène. Néanmoins, même en n 'appliquant qu'une 
couche très fine de métal il  est parfois difficile, avec des images sur fond 
clair, d'examiner d'éventuels replis de la conformation moléculaire. En con- 
séquence, pour améliorer le contraste, les préparations ont été également 
examinées sur fond noir. Dans la figure 44, le champ A est à fond clair tan- 
dis que les trois champs B sont il fond noir. 

L'étude des fractions non lyophilisées 62-1* ou 62-Z*, de même que 
celle de la fraction lyophilisée 62-1, en coloration négative ou par la 
technique d'étalement au cytochrome C, permet de déceler fréquemment l'e- 
xistence de micelles de grande taille, polydispersées et de forme approxima- 
tivement sphérique (Fig. 45). La taille moyenne de ces micelles, apparem- 
ment très riches en lipides, est plus importante dans la fraction exclue 62- 
1* que dans la fraction retenue 62-2*, et se situe entre 20 et 50nm pour les 
plus petites, jusqu'à 300nm pour les plus volumineuses. 

Devant ces constatations, i l  a été décidé de délipider ces frac- 
tions par le mélange éthanol /éther diéthyl ique et d 'en examiner les proprié- 
tés physico-chimiques. 

C/ PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES MUCINES BRONCHIQUES DELIPIDEES 

Les différentes fractions obtenues par filtrat ion des mucines 
bronchiques non lyophilisées sur colonne de Sepharose CL-2B ont été delipi- 
dées puis étudiées sur le plan physico-chimique. 

1) Com~osition chimiaue 
Par rapport aux fractions non délipidées 62-1, 62-2, 82-1 et B2-2 
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Figure 44 : Aspects en microscopie électronique de la fraction G2-l* préparée 
selon la technique de la réplique macromoléculaire avec ombrage au tungstène. 
A = fond clair; B = fond noir. Grossissement 100 000 x . 



Figure 45 : Aspect en microscopie électronique des mucines préparées selon la 
méthode du contraste négatif, montrant les impuretés micellaires observees 
dans les préparations de mucines non délipidées telles que G2-1 ou 62-l*. 
Grossissement 70 000 x. 



(dont la composition chimique est donnée dans le tableau XVIII), les frac- 
tions délipidées correspondantes G2-1*d, G2-Pd, B2-1*d et B2-Pd apparais- 
sent beaucoup plus riches en acides aminés hydroxylés et en sucres totaux 
(Tab. XX). 

Quand on examine la somme [acides aminés t sucres] dans les diffé- 
rentes fractions, i 1 apparaît un déficit de composition non négligeable dans 
la fraction B2-Pd; ce déficit s'explique en fait par la présence d'une 
légère contamination par des acides nucléiques dont l'existence a déjà été 
notée dans les fractions lyophilisées non délipidées 82-2 et B2-3 (Fig. 42). 
La présence d'acides nucléiques dans la fraction B2-Pd a été confirmée par 
la constatation di un spectre d 'absorption dans 1 'ultraviolet avec un maximum 

2) L'électrophorèse des fractions G2-1*d et B2-l*d en gel de polyacrylamide 
en presence de SDS indique encore, outre les glycoprotéines de masse molécu- 
laire très élevée, la présence de protéines de faible masse moléculaire ( 10 

a 20 000 daltons), mais les lipides ou glycolipides de forte mobilité - ne 
sont plus mis en évidence (résultats non présentés). 

Dans les fractions G2-2*d et 02-Pd, comme dans les fractions pré- 
cédentes, 1 ' électrophorèse permet de visualiser non seulement les mucines de 
masse moléculaire très élevée qui ne peuvent entrer dans le gel, mais aussi 
quelques traces de contaminants protéiques de faible masse moléculai re . Tous 
ces aspects sont en accord avec les résultats de composition chimique. 

3) Le coefficient de sédimentation dans la fraction glycoprotéique G2-1*d a 
été mesuré dans trois conditions: 1) en tampon acétate de sodium 0.02MY pH 
7.0; 2) en tampon acétate de sodium 0.02M, pH 7.0 contenant 50% de glycérol 

En se basant sur 1 'absorbance à 278nm, il est apparu que 75% du 
matériel sédimentait rapidement ( à  5500 rpm dans le tampon acétate, et à 

20 000 rprn en présence de glycérol) . Le reste de 1 'échanti llon sédimentait 
avec un coefficient S 2 0 , ~  de 13.8 dans le tampon acétate, alors que dans le 
tampon contenant du glycérol le coefficient mesuré était S = 1.6, donnant un 
coefficient ,w de 9.8. 

Lorsque la sédimentation était effectuée en guanidineIHC1 6M, au- 
cun agrégat n'était observé, et le matériel sédimentait avec un coefficient 



mesuré S = 9.3, et un coefficient S20,w de 13. 

4) Les fractions délipidées ont été observées au microscope électronique. 
La figure 46 montre les structures observées dans les fractions 

G2-l*d (partie A), B2-l*d (partie B) et G2-Pd (partie C) apres ombrage au 
tungstène. La figure 47 indique la distribution de longueur des structures 
observées dans ces différentes fractions: dans la fraction G2-1*d, la dis- 
tribution apparaît large, avec un maximum de fréquence vers 500nm, mais avec 
également une petite population de molécules vers 850nm; la fraction G2-2*d 
montre aussi une distribution bimodale, le pic principal se situant vers 
400nm et le pic secondaire vers 1000nm. Dans la fraction B2-1*d, provenant 
de 1 'expectoration de mucoviscidose, les longueurs les plus fréquemment ob- 
servées se situent vers 300nm et 650nm. 

Après délipidation, les fractions examinées par la méthode du con- 
traste négatif ne contiennent pratiquement plus de structures micellaires 
caractéristiques des fractions non délipidées et représentées à la figure 
45. La figure 48 montre 1 'aspect que donne, dans ces conditions de colora- 
tion négative, la fraction G2-1*d: les formations qui sont visibles appa- 
raissent constituées d'agrégats de structure amorphe et de taille assez 
grande, de l'ordre de 0.5vm. Etant donné que les formes filamenteuses n'ont 
été mises en évidence que dans les préparations comportant un ombrage métal- 
lique, et que, a l'ultracentrifugation, une grande partie du matériel sédi- 
mente sous forme d'agrégats, i l  est possible que les structures visualisées 
par le contraste négatif au microscope électronique puisse correspondre à 

ces agrégats. Les formes filamenteuses, décelées par la technique d'ombrage 
métallique, ne peuvent pas être mises en évidence par la technique du con- 
traste négatif. 

Dl DISCUSSION 

L'utilisation d'une méthode douce de solubilisation des mucines 
bronchiques, fondée sur la dilution et l'agitation dans l'eau distillée, 
permet de solubiliser la majeure partie des composants macromoléculaires 
de l'expectoration recueillie chez deux malades. Ce résultat confirme donc 
les observations de Feldhoff et al. ( 1979) ainsi que nos propres observa- 
tions sur l'influence de l'hydratation sur la solubilisation du mucus bron- 



Figure 46 : Aspect des fractions G2-1*d ( A ) ,  B2-l*d ( 8 )  et G2-2*d ( C f  en mi- 
croscopie electronique. Ces fractions ont été préparees par la technique de la 
réplique macromoléculaire après ombrage au tungstène. Grossissement 100 000 x. 





Figure 48 : Aspect des mucines dé1 ipidées GZ- 1*d en microscopie électronique 
montrant des formations amorphes de grande taille. Grossissement 60 000 x. 



chique. 

La composition en acides aminés et en sucres des fractions 62-1 et 

82-1, exclues de la colonne de Sepharose CL-2B, ainsi que des fractions 62-2 - 
et 82-2, partiellement retenues, indique que ces fractions sont riches en 
glycoprotéines du type des mucines (Tab. XVI II). L'électrophorèse en gel de 
polyacrylamide en présence de SDS montre que la majeure partie du matériel 

glycoprotéique, fortement coloré par le PAS, ne pénètre pas dans le gel 
(Fig. 39 et Fig. 40), ce qui indique 1 'importance de la masse moléculaire de 
ces substances. En outre, bien que la chromatographie ait été effectuée en 

guanidineIHC1 6M, 1 'électrophorèse montre encore la présence d 'autres compo- 
sants de faible masse moléculaire: 

- i l  apparaît ainsi dans les fractions 62-1, 62-2, B2-1 
et B2-2, des éléments colorés par le bleu Coomassie dont l'intensité se ren- 
force dans la zone de masse moléculaire 15 à 20 000. Ces éléments paraissent 
plus marqués dans la fraction exclue 82-1 que dans la fraction G2-1, et cet- 
te différence pourrait être liée à la présence de peptides (la fraction B2-1 
est plus riche que la fraction 62-1 en acides aminés, en particulier en aci- 
des aminés dicarboxyliques). 

- i l  apparaît également dans les mucines exclues une 

fraction assez large colorée à la fois par le réactif de Schiff et par le 
noir Soudan. Des substances de même mobilité électrophorétique ont déjà été 

identifiées à des glycol ipides (Gahmberg et al., 1973; Steck et al., 1974). 

A ce stade de leur purification dans le chlorhydrate de guanidine 

6M, les fractions de mucines apparaissent donc encore associées a des lipi- 
des, et peut être également à de faibles quantités de peptides a caractère - 
hydrophobe. 

- La teneur en lipides est relativement élevée dans les 
deux fractions exclues 62-1 et B2-1; elle est deux fois plus élevée dans la 
fraction 82-1 provenant du malade atteint de mucoviscidose (40%) que dans la 

fraction G2- 1 provenant du malade atteint de bronchite chronique (20%). 
- La présence de 1 ipides dans 1 'expectoration recuei 11 ie 

chez des malades atteints de bronchopathies variées a déjà été signalée par 
de nombreux auteurs: Potter et al. ( 1963), Lewis ( 1971), Sahu et a1 .( 1978b), 

Bhaskar et al. (1981), Galabert et al. (1981). Parmi ces lipides, ont ainsi 



été caractérisés des triglycérides, du cholestérol libre et estérifié, des 
glycolipides et des acides gras. Lhermitte et al. (1977) ont également mon- 
tré que les mucines bronchiques solubilisées par action des agents réduc- 
teurs étaient encore associées à des lipides, la teneur de ceux-ci restant 
néanmoins plus faible que celle rapportée ici dans le cas de mucines non 
réduites . 

- Woodward et al . ( 1982) ont également mis en évidence 
l'association existant entre lipides et mucines bronchiques. Ces auteurs ont 
montré que, dans les mucines bronchiques filtrées sur colonne de Sepharose 
CL-4B puis purifiées en deux fractions par ultracentrifugation dans un gra- 
dient de densité de bromure de césium, la quantité de lipides associés aux 
mucines était trois fois plus importante dans la fraction de densité basse 
que dans la fraction de densité élevée. 

- Lorsquion examine les résultats de composition lipidi- 
que dans les fractions que nous avons étudiées (62-1 et B2-1) , i 1 apparaît 
des différences quantitatives entre la fraction provenant de l'expectoration 
de bronchite chronique ( 62-1 ). et ce1 le provenant de 1 ' expectoration de muco- 
viscidose (82-1). Il existe aussi quelques différences entre ces résultats 
et ceux rapportés par Woodward et al. (1982) qui ont enregistré une propor- 
tion plus élevée de lipides neutres mais n'ont pas décele l'existence d'aci- 
des gras. Outre la possibilité de variations individuelles de composition, 
les écarts observés pourraient aussi s'expliquer par les éventuels effets du 
chlorhydrate de guanidine etlou du bromure de césium sur 1 'association 1 ipi- 
des-mucines: les acides gras par exemple pourraient former des sels de cé- 
sium solubles; Bhaskar et al. (1981) ont observé la dissociation progressive 
entre lipides et mucines par centrifugations répétées en gradient de bromure 
de césium, Il n'est donc pas surprenant que, selon la méthode de préparation 
utilisée, la teneur des mucines en lipides puisse varier. 

- La composition lipidique des fractions 62-1 et B2-1 
diffère de ce1 le du surfactant alvéolaire (Goerke, 1974), ce qui suggère que 
les lipides associés aux mucines ont une autre origine. La participation des 
résidus membranaires de cellules glandulaires ou de cellules épithéliales 
desquamées, ou encore celle de bactéries ou de leucocytes lyses peut à cet 
égard être envisagée. 

Pearson et al. ( 1981) ont, sur la base des résultats obtenus par 



1 ' ut i 1 isation des agents réducteurs et des agents protéolytiques , suggéré 
que les mucines gastriques possédaient une structure polymérique résultant 

/ 

de la liaison covalente entre des sous-unités et une protéine de masse mo- 
léculaire 70 000. Sous l'action des agents de réduction, cette liaison est 
rompue, libérant la protéine de liaison et les sous-unités. 

Diapres les résultats de 1 'électrophorèse en gel de polyacrylamide 
en présence de SDS, les mucines bronchiques 62-1 et B2-1, préparées par 
chromatographie en milieu dissociant, apparaissent encore associées, de fa- 
çon non-covalente, à quelques structures pept idiques (Fig . 41). Cependant, 

la réduction de ces fractions par le mercaptoéthanol en présence de SDS a 
100°C pendant 3mn ne se traduit pas par la libération de nouvelles espèces 
peptidiques dans la zone de masse moléculaire 50 a 100 000. Dans ces condi- 
tions, nos résultats ne plaident pas en faveur d'un modèle dans lequel la 
formation des mucines bronchiques résulterait de l'association de sous-uni- 

tés avec une ~rotéine de 1 iaison. 

Ayant clairement établi l'existence d'une association entre les 
mucines examinées et des lipides, et apres avoir montré l'efficacité de la 
délipidation sur la composition chimique de ces mucines (augmentation de la 
teneur en hydroxyaminoac ides et en sucres, disparition à 1 'électrophorèse en 

gel de polyacrylamide-SDS de tout matériel 1 ipophi le), il était également 
intéressant d'examiner quel était 1 'effet de ce traitement sur le plan de la 
morphologie moléculaire. 

Les images de microscopie électronique ont ainsi montré 
que la délipidation entraînait la disparition presque totale des grandes 
formations micel laires décrites dans les fractions non dé1 ipidées. Par ail- 
leurs la délipidation n'a paru affecter ni le nombre ni la qualité des for- 
mations filamenteuses également présentes dans ces fractions. 

La conclusion qui s'impose à partir de ces observations 
est que, dans l'association lipides-mucines, les lipides constituent des 
structures micellaires pouvant interagir avec les formations filamenteuses 
des mucines, mais que, en tout état de cause, ces mucines gardent leur pro- 
pre individualité et constituent donc une entité bien séparée. 

L'examen en microscopie électronique a donc permis de 
mettre en évidence la coexistence, dans les fractions non dé1 ipidées, à la 
fois des filaments flexibles de mucines et des formations micellaires. Ce- 



pendant, i l  convient de remarquer que la technique du contraste négatif ne 
permet pas de visualiser les fins filaments étirés de rnucines, et que la 
technique de la réplique macromoléculaire en présence de glycérol ignore les 

- grandes structures micellaires. L'incapacité par cette dernière technique à 

visualiser les micelles peut résulter d'un phénomène d~exclusion physique au 
cours de la pulvérisation de l'échantillon; elle peut aussi être liée à 

l'emploi de glycérol à 50% comme milieu de dispersion, ou encore à des per- 
tes survenant par apparition d'une insolubilité après lyophilisation. Quoi- 
qu'il en soit, les points importants sont que la délipidation des fractions 
selon la technique utilisée se traduise par la disparition des formes micel- 
laires à l'examen en contraste négatif, et que les caractéristiques morpho- 
logiques des filaments de mucines ne soient pas affectées par ce traitement. 

La principale différence que l'on enregistre entre les résultats 
exposés ici, acquis par l'examen des rnucines extraites par dilution aqueuse 
de 1 'expectoration, et les résultats antérieurs de Lamb1 in et al. ( 1979), 

obtenus sur des mucines réduites, concerne la taille des molécules. 
En effet alors que dans les travaux antérieurs, la lon- 

gueur des particules se situait dans la fourchette 100 à 300nm, l'examen des 
mucines non réduites a montré que la taille moyenne des particules était 
deux à cinq fois pIus importante, de l'ordre de 400 à 1000nm. Comme cela a 
déjà été montré dans le travail exposé dans la deuxième partie de ce mémoi- 
re, et comme 1 'ont encore récemment rappelé Houdret et al. (1983), la carac- 
térisation, dans les fractions préparées par réduction, de molécules beau- 
coup plus courtes et plus hétérogènes est le résultat de l'attaque protéoly- 
tique des mucines natives induites par 1 'action des agents réducteurs. 

Cependant, il  faut savoir que la mesure de la longueur 
des mucines est une opération délicate et que de nombreux facteurs peuvent 
rendre l'opération difficile: 

- dans certaines techniques de microscopie é- 

lectronique, les structures étirées flexibles peuvent sécher sous une con- 
formation ramassée ou se superposer les unes sur les autres, ce qui peut 
affecter la précision des mesures, et donc constituer une source d 'hétérogé- 
néi té apparente des molécules observées ; 

- par ailleurs, l'exis'tence éventuelle de 
ponts disulfure non réduits, intramoléculaires ou intermoléculaires (entre 
mucine et protéine de liaison par exemple), pourrait aussi, par réaction 



d'échange, conduire à la constitution de liaisons croisées qui, si elles 
s'établissaient dans les régions terminales des molécules, seraient suscep- 
tibles de produire des polymères 2n, 317, 4n, etc .. . La constitution de liai- 
sons croisées pourrait même être plus aléatoire, et apporter ainsi un degré 
de complexité encore plus important dans les molécules; cependant ces effets 
devraient être observés dans les préparations avec étalement dans le glycé- 
rol, ce qui n'est pas le cas. D'autres mécanismes de constitution de liai- 
sons croisées peuvent aussi être évoqués: celui par exemple qui intervient 
dans la formation de la fibrine et qui est catalysée par une transglutamina- 
se; enfin tout autre type de modification post-transcriptionnelle pourrait 
aussi affecter la structure native des molécules. L'éventualité d'une proté- 
olyse limitée des mucines survenant pendant ou après la secrétion ne doit 
pas non plus être éliminée; 

- les forces de cisaillement auxquelles sont 
soumises les molécules pendant les différentes manipulations de 1 aboratoi re 
(agitation, pipettages) , peuvent être suffisantes pour casser la longue 
chaîne polypeptidique des mucines. On sait par exemple que par agitation on 
peut casser les filaments d'ADN, la cassure se produisant statistiquement 
au centre de la macromolécule ( Levinthal et a1 . ,1961 ) ; 

- enfin le fait que, selon la conformation 
hélicoïdale ou étirée de la molécule, la longueur de la chaîne polypeptidi- 
que puisse physiquement varier de 0.15 à 0.36nm par résidu d'acide aminé, 
constitue aussi une source non négligeable de dispersion apparente de la 
longueur des structures examinées. 

Il n'est pas toujours aisé d'attribuer à une mucine donnée une 
masse mol4culaire  réc ci se: les valeurs déterminées à l'aide de différentes 
méthodes physiques sont en effet parfois très dispersées, même pour des mu- 
cines d'origine similaire (Allen et a1 ., 1983b; Carlstedt et a1 ., 1983~). Au 
cours de la présente étude, des difficultés du même ordre ont été également 
rencontrées avec la fraction dé1 ipidée G2-1*d. 

C'est pourquoi, afin de déterminer si la conformation 
des mucines observées en microscopie électronique est bien représentative de 
celle que ces molécules adoptent en solution, i l  a été décidé de comparer le 
coefficient de sédimentation mesuré ( S ~ O  ,w) et celui calculé à partir des 

données morphologiques (S) . En effet, dans un système monodispersé, i 1 exis- 



te une bonne correspondance entre la valeur mesurée S z a , ~  et la valeur cal- 
culée à partir de la masse moléculaire et du rayon de gyration déduit des 
mesures de microscopie électronique (Slayter, 1976; Lamb1 in et al., 1979). 

L'estimation de la masse moléculaire peut être obtenue à 

partir de mesures de longueurs. Considérant que la fraction G2-l*d contient 
21.3% de protéines, et que pour une conformation complètement étirée la lon- 
gueur par résidu d'acide aminé est de 0.364nmY pour des molécules de 500 et 
de 900nm de longueur, la masse moléculaire calculée serait respectivement 
650 000 et 1 200 000. Ces valeurs se situent dans la fourchette de celles 
qui ont été trouvées par mesures de sédimentation à l'équilibre. En utili- 
sant la valeur de 0.7lcm21g (déterminée par pycnométrie) comme valeur du vo- 
lume spécifique partiel des mucines, le calcul du coefficient de sédimenta- 
tion donne alors la valeur de 3.1 à 3.2, estimation qui est très différente 
de la valeur mesurée S P O , W  de la fraction G2-1*d. En conséquence, d'après 
ces données, la conformation des protomeres de mucines en solution se rap- 
procherait davantage de celle d'un modele hé1 icoïdal compact que de celle 
d'une structure oarfaitement étirée. 

La mesure du coefficient de sedimentation de la fraction G2-l*d a 
été réalisée dans trois solvants différents. Il a ainsi été montré que, en 
tampon acetate, 25% de cette fraction sédimente avec une ionstante de 13.85, 
le reste sédimentant très rapidement à 5500 rpm; par contre en milieu disso- 
ciant guanidineIHC1 6M, la totalité de la fraction sédimente avec une cons- 
tante de 13s. Cette différence de comportement suggère que les grands agré- 
gats qui apparaissent en milieu non dissociant sont convertis en protomères 
en présence de guanidinelHC1 6M. 

La tendance des mucines à former de grands agrégats à structure 
géliforme est encore objectivée par les images de microscopie électronique 
en contraste négatif, même si l'on ignore dans quelle mesure l'emploi dans 
cette technique d'acétate d'uranyle à 1%, pH 4.5, ne pourrait pas être res- 
ponsable de cette agrégation. 

L'observation de mucines sous forme de flaques a déjà é- 

té signalée par différents auteurs après ombrage métal 1 ique (Slayter et al . , 
1973,1974; Lamblin et al., 1979; Harding et al., 1983a). La présence et les 
caractéristiques de ces flaques ou de ces agrégats apparaissent f ortement 
dépendantes de la nature du solvant dans lequel ils se trouvent (eau, solu- 
tion saline, glycérol ou chlorhydrate de guanidine), ainsi que de la charge 



nette négative des molécules de mucines : en solution aqueuse saline, l'a- 
grégabilité diminue lorsque la charge électrique augmente. En conséquence, 
les mucines peuvent donc se présenter soit sous forme d'agrégats, soit sous 
forme dlentités macromoléculaires bien définies, soit encore sous ces deux 
aspects à la fois. 

La faculté de se présenter sous deux états, que l'on 
peut qualifier de protomérique et de multimérique, peut être considérée com- 
me typique des macromolécules biologiques de structure. Les protéines fi- 
breuses, telles que la myosine ou le collagène, se présentent dans l1orga- 
nisme essentiellement sous forme polymérique bien définie; cependant en so- 
lution , elles peuvent aussi se présenter sous forme protomérique, tout aus- 
si bien définie. De la même façon, des protéines comme la fibronectine et la 
thrombospond ine forment aussi dans les agrégats un ciment structural impor- 
tant, bien que cependant moins bien ordonné. En ce qui concerne les glyco- 
protéines du type des mucines, dont on sait maintenant qu'elles apparaissent 
constituées de protomères bien définis, longs de 100ûnm environ dans leur 
conformation la plus étirée, et qui fonctionnent principalement sous forme 
de gels très concentrés, il est peu probable qu'a l'état d'agrégats leur 
structure soit bien ordonnée, sauf peut être lors de leur écoulement où, du 
fait de leur rapport axial élevé, el les s'orientent dans le sens du flux. 

Comme cela est le cas de toutes les macromolécules pré- 
cédemment citées (myosine, collagène, etc...), les mucines doivent pouvoir 
être caractérisées, 3 la fois dans leur état de macromolécule individualisée 
et leur état de gel, par des paramètres physiques bien définis tels que 
taille, forme, masse moléculaire, coefficient de sédimentation, coefficient 
de diffusion, viscosité intrinsèque, pourcentage d'hélicité, etc... La des- 
cri~tion de la forme auréuée des mucines ~ e u t  ce~endant se révéler com~lexe 
du fait de leur association avec des lipides et avec d'autres protéines. Par 
ailleurs, étant donné l'influence de la méthode de purification et de celle 
des solvants uti 1 isés sur ces paramètres physiques, la caractérisation des 
mucines doit être faite avec précision, en ne perdant pas de vue que des al- 
térations structurales peuvent survenir en cours de purification, ou du fait 
de modifications post-transcriptionnelles. Connaissant ces difficultés, on 
comprend mieux pourquoi 1 l analyse des mucines préparées dans différents 1 a- 
boratoires selon des protocoles également différents, a pu conduire à des 
résultats divergents et souvent contradictoires. Pour faire progresser nos 



connaissances sur les mucines et expl iquer certains résultats apparemment 
contradictoires, i 1 serait aujourd ' hui intéressant qu'une même préparation 
de mucine homogène puisse être analysée dans divers laboratoires selon des 
méthodes de caractérisation différentes. 

A la lumière des résultats actuellement disponibles, un modèle 
d 'organisation moléculaire peut être proposé pour le protomère de mucines 
bronchiques : ce protomère apparaîtrait principalement sous la forme d ' un 
filament plus ou moins étiré, dont la flexibilité serait stériquement limi- 
tée du fait de la présence des chaînes glycanniques latérales, et portant 
une charge nette négative variable; en solution, cependant, cette structure 
fi lamenteuse adopterait une conformation hé1 icoïdale flexible et relâchée; 
en milieu non dissociant le protomère serait amené à s'agréger et à former 
un gel. I l  paraît difficile, comme l'a souligné Gibbons (1972), de décrire 
un modèle plus précis pour les mucines, et l'assimilation faite par cet au- 
teur 3 une pelote statistique expansée répond bien de l'aspect que les molé- 
cules présentent dans les préparations faites en présence de glycérol et 
examinées par ombrage métal 1 ique . 

L'analyse chimique des mucines et 1 'aspect des préparations exami- 
nées au microscope électronique avec contraste négatif, avant et apres déli- 
pidation, ont clairement établi 1 'existence d'une association de mucines à 

des lipides. L'origine de ces lipides reste obscure; cependant i l  est ten- 
tant de penser que les résidus membranaires provenant d 'éléments secréteurs 
de mucus, ou de cellules épithéliales desquamées, ou encore de leucocytes ou 
de bactéries lysés puissent contribuer a la production de ces lipides. L'as- 
sociation 1 ipides-mucines pourrait se faire au niveau de régions hydrophobes 
de la chaîne peptidique ou des chaînes glycanniques dans la mucine, la solu- 
bilité du complexe ainsi formé dépendant essentiellement des régions polai- 
res de la molécule de mucine. L'analyse chimique des fractions de mucines 
62-1 et B2-1 a montré une teneur en acides aminés dicarboxyl iques et en 1 i- 
pides plus élevée que celles habituellement rencontrées dans les mucines ré- 
duites ou protéolysées. Ces différences pourraient correspondre à la pré- 
sence de protéines contaminantes de faible masse moléculaire; mais elles 
pourraient aussi refléter la présence dans la mucine de régions spécifiques 
riches en acides aspartique et glutamique, sensibles à la protéolyse et im- 
pliquées plus ou moins directement dans la liaison aux lipides et dans le 



phénomène d'agrégation micellaire. Il faut enfin rappeler Ilobservation tout 
récente de Slomiany et al. ( 1983) qui ont mis en évidence 1 'abondance des 
1 ipides associés aux mucines gastriques de malades atteints de mucoviscido- 
se. L'hydrophobicité de ces molécules pourrait s'expliquer, selon ces au- 
teurs, par 1 'existence de résidus d'acides gras qui leur seraient liés de 
façon covalente. 





QUATRIEME PARTIE 

RECHERCHE D'AUTRES FACTEURS 

D'ASSOCIATION 

DES MUCINES BRONCHIQUES 



Au cours de l'étude de l'action des agents réducteurs sur les mu- 
cines bronchiques (deuxième partie du mémoire), il  a été mis en évidence 
dans la partie soluble du mucus recueilli chez l'enfant Vid ..., atteint de 
mucoviscidose, un composant de faible masse moléculaire, présentant une for- 
te mobilité électrophorétique et doué de propriétés métachromatiques après 
coloration par le bleu de toluidine (fractions AIII, Fig. 19; CIII, Fig. 20; 
DIII, Fig. 22). Ce composant résiste en outre à l'hydrolyse par les nucléa- 
ses ce qui permet de le distinguer des acides nucléiques. Un composant simi- 
laire, offrant le même comportement électrophorétique, les mêmes affinités 
tinctoriales et également résistant à l'hydrolyse en présence de nucléases, 
a été observé dans le surnageant d'extraction aqueuse (12 volumes d'eau) du 
mucus de 1 'enfant B.. . également atteint de mucoviscidose (troisième partie 
du mémoire, fraction 82-3, Fig. 42). Ces deux observations nous ont paru de- 
voir retenir l'attention car les diverses caractéristiques énumérées lais- 
sent suggérer la présence dans ces fractions de glycosaminoglycannes, 
substances dont on connaît par ailleurs le r6le structural important dans 
1 'organisation macromoléculaire des protéoglycannes . 

Les protéoglycannes qui constituent l'un des composants principaux 
de la matrice extra-cellulaire du tissu conjonctif, résultent en effet de la 
liaison covalente d ' u n  nombre élevé de chaînes de glycosaminoglycannes a un 
axe unipeptidique central. Dans le cartilage par exemple, où i 1s ont été 
particul ièrement explorés (~eine~ard, 1972; ~einegard et al., 1974,1977; Oege- 
ma et a1 ., 1977), les protéoglycannes se présentent sous forme de sous-unités 
dont la masse moléculaire moyenne est de 2.5 x 106 , dans lesquelles les 
chaînes polysaccharidiques se distri buent le long de 1 ' axe polypeptidique en 
deux régions: une région riche en chondroïtine-sulfate et une région riche 
en kératane-sulfate; une troisième région, située à l'une des extrémités de 
la protéine, possède en outre la propriété de se lier de façon non covalente 
à une molécule d'acide hyaluronique. Il en résulte que, bien que pouvant se 
présenter à 1 'état 1 i bre, les protéoglycannes forment volontiers des agré- 
gats de grande taille (masse moléculaire pouvant aller jusqu'a 10 par 
liaison d'un nombre élevé de ces sous-unités a une seule chaîne d'acide hya- 
luronique, tandis que des protéines dites de liaison concourent en outre à 

la stabilité de 1 'édif ice macromoléculaire (Périn et a1 ., 1978a, 1978b, 1980). 



Dans les tissus non cartilagineux, les protéoglycannes ne forment 
qu'un composant très minoritaire dont la composition et la structure demeu- 
rent encore souvent obscures. Dans les parois artérielles, des protéoglycan- 
nes ont cependant été caractérisés, montrant une structure moins agrégée que 
dans le cartilage, avec une composition hybride comportant des chaînes de 
chondroitine-sulfate et de dermatane-sulfate, ainsi que de l'héparine et de 
1 ' héparane-sulfate (Oegema et al., 1979; Breton et a1 . ,1979,1981 ; Deudon - et 
a1.,1980). Dans les poumons, où ils constituent moins de 0.5% du poids sec - 
du tissu, les glycosaminoglycannes apparaissent sous forme d'acide hyaluro- 
nique, de chondroïtine-4- et 6-sulfate, de dermatane-sulfate, d 'héparine et 
d'héparane-sulfate; le dermatane-sulfate n'a été mis en évidence que dans le 
cartilage trachéo-bronchique (Wusteman, 1972; Hance et al., 1975; Horwitz - et 
al., 1975; Vaccaro et al., 1979; Karlinsky, 1982). De toutes ces substances, et - 
sans que la raison en soit connue, 1 'acide hyaluronique occupe une place 3 
part, du moins dans diverses conditions pathologiques pleuro-pulmonaires . 
C'est ainsi que la présence de concentrations élevées d'acide hyaluronique 
dans les épanchements pleuraux est devenue un élément essentiel dans le 
diagnostic du mésothél iome pleural (Havez et a1 . ,1971 ; Boersma et a1 . ,1980) . 
L'existence de quantités non négligeables d'acide hyaluronique a par ail- 
leurs été mise en évidence dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire 
obtenus chez des patients atteints d 'asthme (Sahu et a1 . ,1978a, 1978b), de 
protéinose alvéolaire (Sahu et al ., 1978c), ou de mucoviscidose (Sahu - et 
al., 1978b, 1980a). - 

Compte tenu du r6le structural que joue l'acide hyaluronique comme 
facteur d'association dans les protéoglycannes du cartilage, compte tenu 
aussi de la caractérisation de cette molécule dans un certain nombre de se- 
crét ions bronchiques pathologiques, i l était important d 'examiner la frac- 
tion qui dans certains mucus bronchiques nous a paru, par ses caractères, 
évoquer la présence de glycosaminoglycannes. S'il était établi que cette 
fraction contenait de l'acide hyaluronique, cela constituerait en effet un 
élément nouveau a prendre en considération comme éventuel facteur de liaison 
dans 1 'organisation macromoléculaire des rnucines bronchiques. Une étude, ex- 
posée dans la quatrième et dernière partie de ce mémoire, a donc été entre- 
prise au cours de laquelle des glycosaminoglycannes ont été purifiés et 
identifiés à partir de l'expectoration d'un enfant atteint de mucoviscidose. 



L'isolement des glycosaminoglycannes a été réalisé selon le pro- 
tocole représenté à la figure 49 à partir de l'expectoration d'un enfant 
(Res . . .) appartenant au groupe sanguin O et atteint de mucoviscidose. 

A partir de 2500ml d'expectoration, il  a été possible, par lavage 
en présence de 3 vol. de sérum physiologique puis centrifugation, dialyse et 
lyophilisation, de préparer 25.509 de phase soluble (soit 10.20911 de mucus) 
et 19.10~~ de phase fibrillaire (soit 7.64g11 de mucus). 

A/ ISOCEMENT DE GLYCOSAMINOGLYCANNES A PARTIR DE LA PHASE SOLUBLE 

1) Chromatoara~hie de ael filtration sur colonne de Se~harose CL- 
28 en milieu non dissociant. 

lg de phase soluble a été fractionné au cours de 10 ex- 
périences successives. Le diagramme type obtenu à l'élution des composants 
solubles du mucus en tampon Tris/HCl 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0 (absorbance à 

280nm et absorbance après réaction a 1 'orcinol) est représenté à la figure 

50. Le prof i l  enregistré est en tous points semblable à celui apparaissant à 

la figure 19, obtenu à partir de la phase soluble Vid ... traitée dans les 
mêmes conditions. Trois fractions glycoprotéiques ( F I =  52mg; F2= 150mg; F3= 
439mg) ont été recuei 1 1 ies , dialysées et lyoph i 1 isées . 

2) La fraction F3, la plus retenue par la colonne, a ensuite été 
incubée en présence de la nucléase de Staphylococcus aureus, puis en présen- 
ce de pronase (extraite de Streptomyces griseus). Le mélange obtenu a été 
traité par 1 'acide trichloracétique (ATCA) à 5%, ce qui, par centrifugation, 
a permis de récupérer après dialyse et lyophilisation 84mg de surnageant. 

3) 80mg de glycopeptides présents dans le surnageant après préci- 
pitation par l'acide trichloracétique ont été soumis il une chromatographie 
de gel filtration sur colonne de Sephacryl S-300, en milieu non dissociant. 
Le profil d'élution obtenu (absorbance a 278nm, absorbance après réaction à 

1 'orcinol et après réaction au carbazole) est représenté a la figure 51. 
Cinq fractions ont été recueillies: F3-1 = 7mg; F3-2 = 16mg; F3-3 = 33.8mg; 

4) Bien que la fraction F3-3 fOt la fraction glycoprotéique prin- 
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Figure 49 : Protocole d ' i so lement  des glycosaminoglycannes a p a r t i r  de 
1 'expectorat ion,  



Figure 50 : Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Res.. . (mu- 
coviscidose) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tampon 
TrisIHC1 0.1M, NaCl 0.34, pH 8.0. Profil d'élution: -= hexoses, = A 
278nm. Echanti 1 lon déposé au cours de 10 expériences successives: tg; fractions 
recueillies après dialyse et lyophilisation: FI = 52mg, F2 = 150mg, F3 = 439mg 

-. . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . - 
= N o  des fractions 

Figure 51 : Chromatographie de gel filtration des glycopeptides pronasiques 
sur coIonne de Sephacryl S-300 équilibrée et éluée en tampon TrisIHC1 0.1M, 
NaCl 0.2M, pH 8.0. Profil d'élution: -= hexoses, A278nm,---= acides 
uroniques. Echantillon déposé:80mg; fractions obtenues après dialyse et lyo- 
philisation: F3-1= 7mg, F3-2= 16mg, F3-3 = 33.8m9, F3-4 = 5.3mg, F3-5 = 1.7mg. 



cipale, la purification des glycosaminoglycannes a été poursuivie sur la 
fraction F3-2 dans laque1 le le rapport des absorbances carbazole/orcinol 
était plus élevé (0.28) que dans la fraction F3-3 (0.20); un autre critère 
de ce choix était l'importance de la contamination protéique estimée d'après 
le profil d'absorbance à 278nm: celle-ci était en effet plus élevée dans la 
fraction F3-3 que dans la fraction F3-2. 

L'analyse de la fraction F3-2 par électrophorèse en gel d'agarose 
(Fig. 52) montre la présence de 2 composants: un composant de faible mobili- 
té, prenant légèrement l'amidoschwarz, plus intensément le réactif de Schiff 
après oxydation periodique, et plus intensément encore le bleu de toluidine 
dans sa partie anodique; un autre composant de plus grande mobilité était 
uniquement coloré par le bleu de toluidine. 

La fraction F3-2 a été soumise 3 1 'action de divers enzymes spéci- 
f iques des glycosaminoglycannes, et les produits obtenus ont été analysés 
par électrophorèse analytique en gel d'agarose, avec coloration par le bleu 
de toluidine. Les résultats (Fig . 53) montrent la disparition presque totale 
du composant rapide après digestion par la hyaluronidase testiculaire de 
Boeuf; ce composant résiste cependant à l'action de la hyaluronidase de 
Streptomyces hyalurolyticus. Après incubation en présence des chondroïtina- 
ses ABC et AC, il  y a disparition totale du composant rapide, avec également 
une diminution sensible de l'intensité du composant lent. 

Dans le but d'examiner si l'affinité pour le bleu de toluidine du 
composant de plus faible mobilité électrophorétique n'était pas liée à la 
présence d'acide N-acétylneuraminique, la fraction F3-2 a été traitée par la 
neuraminidase et les produits obtenus ont été étudiés par électrophorèse en 
gel d'agarose avec coloration par le bleu de toluidine; les résultats obte- 
nus après intégration des bandes à 1 'aide d 'un densitomètre indiquaient 
qu 'avant incubation en présence de neuraminidase le composant lent repré- 
sentait 42% de 1 'ensemble des substances colorées et seulement 20% après 
action de 1 'enzyme (tracés non reproduits ici). 

5) De façon à pouvoir caractériser plus précisément les deux corn- 
posants présents dans la fraction F3-2, 10mg de cette fraction ont été sou-. , 
mis à une électrophorèse préparative en gel d'agarose, ce qui a permis d k i -  

soler, après élution dans l'eau, dialyse et lyophilisation, 5.8mg du compo- 

sant lent (fraction F3-2A) et 1.7mg du composant rapide (fraction F3-2B). 



Figure 52 : Electrophorese analytique de la fraction F3-2 en gel d'agarose a 
pH 8.2. Coloration par 1 'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et le 
bleu de toluidine (BT) . 
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Figure 53 : Electrophorèse analytique en gel d'agarose de la fraction F3-2 
avant (ternoin) et a~rès (test) action de divers enzymes: h.yaluronidase testi- 
culaire de   oeuf (HTB) , 'hyaluronidase de streptomyces hialurolyticus (HSH) , 
chondroïtinase ABC (ABC) et chondroitinase r l e u  de 
toluidine. 



BI PROPRIETES PHYSICO-CHIMIOUES DES FRACTIONS F3-2A ET F3-2B 

Les résultats de la composition chimique sont présentés dans le 
tableau XXI. L'éluat obtenu à partir du segment de gel prélevé après élec- 
trophorèse pour servir de blanc d'extraction n 'a pas permis, après dialyse 
et lyophilisation, de recueillir la moindre trace de matériel; dans ces 
conditions i l  est donc peu vraisemblable que les résultats de la composition 
chimique puissent être beaucoup affectés en raison du choix de l'agarose 
corne support d 'électrophor6se préparative . 

La teneur en acides aminés de la fraction rapide F3-2B est faible 
(7.84g/100gY poids sec). Sérine et glycocolle représentent à eux deux 48% de 
l'ensemble des acides aminés. Dans la fraction lente F3-2A, la teneur en 
acides aminés est plus élevée (20.33g/100gY poids sec), avec 22.5% d'acides 
aminés hydroxylés et 20.6% d 'acides aminés dicarboxyliques . 

La composition glucidique de la fraction F3-2B indique que le ga- 
lactose et 1 a N-acétylgalactosamine sont les sucres principaux; le xylose 
est moins abondant, et un peu de glucose est également détecté. Dans la 
fraction F3-2A, la composition est différente: en plus des sucres présents 
dans la fraction F3-ZB, on y trouve aussi du fucose, un peu de mannose, ain- 
si que de l'acide sialique, ce qui vient confirmer les résultats de l'action 
de la neuraminidase sur cette fraction. Les proportions de galactose et de 
N-acétylglucosamine sont plus élevées et celles du xylose et de N-acétylga- 
lactosamine plus faibles que dans la fraction F3-2B. 

Des groupements sulfate sont présents dans les deux fractions, un 
peu plus dans la fraction F3-2B que dans la fraction F3-2A. Etant donné la 
faible quantité de materiel disponible dans ces deux fractions, 1 'enregis- 
trement des spectres infrarouge n'a été réalisé que sur la fraction F3-2 
éluée de la colonne de Sephacryl S-300. Les spectres obtenus ( Fig . 54) ont 
eté comparés a ceux de glycosaminoglycannes purs du commerce (Miles Labora- 
tories): le spectre obtenu à partir de la fraction F3-2, comme à partir de 
chondroïtine-4-sulfate pur, montre l'existence d'une bande d'absorption à 

1230cm-1 qui est attribuée à la vibration de valence de la liaison S = O du 
groupe sulfate ( Llyod et al., 1961). 

Des acides uroniques sont présents dans les fractions F3-2A et F3- 
28, avec cependant une plus forte teneur dans cette dernière fraction. Les 

résultats d'acides uroniques apparaissant dans le tableau XXI sont des ré- 



-? : l e  rappor t  mo la i r e  e s t  exprimé en moles par moles de xylose 
4 : l e s  acides hexuroniques s o n t  exprimés en ac ide  gl ucuronique, avec co r rec t ion '  

pour t e n i r  compte de l ' i n t e r f é r e n c e  due au ga lac tose  

Tableau XXI : Composition chimique des f r a c t i o n s  F3-2A e t  F3-2B séparées par  
é lec t rophorèse  p répa ra t ive  en gel  d 'agarose.  

FRACTION F3-2B 

rimol/g mol / 100mol 
(poids s e c )  

7 4 8.78 
3 6 4.31 

201 23.79 
6 5 7.73 
44 5.25 

204 24.19 
4 7 5.56 
44 5.17 - - 
2 6 3.11 
3 1 3.67 
14 1.61 
29 3.41 
16 1.89 
13 1.52 - - 

7.84 - 
umoj/g rappor t  

(poids s e c )  molaire  t 
- - 

150 1 .O - - 
810 5.5 
120 0 .8  
650 4.4 
110 0.7 - - 
740 4.4 

740 5 .O 

ACIDES AMINES 

As P 
Thr 
Ser  
Glu 
Pro 
G ~ Y  
Ala 
Val 
Met 
I l e  
Leu 
Tyr 
Phe 
LYS 
His 
Arg 

Acides ami nés t o t a u x  
g/100g (poids s e c )  

L 

SUCRES 

Fuc 
XY 1 
Man 
Ga 1 
Gl c 
Ga 1 NAc 
Gl CNAC 
NANA 

Acides hexuroni ques cP 

S u l f a t e  
4 

FRACTION F3-2A 

rimol/g mo1/100mol 
(poids  sec)  

198 10.26 
242 12.57 
191 9.94 
199 10.35 
180 9.36 
157 8.17 
137 7.12 
104 5.41 

29 1.51 
6 6 3.44 

144 7.49 
24 1.23 
92 4.75 
81 4.21 
3 9 2.03 
41 2.14 

20.33 - 
~rmo 1 /g rappor t  

(poids  sec )  mola i re  t 
410 7.8 

5 O 1 .O 
60 1.2 

1230 23.8 
60 1.2 

290 2.0 
670 4.5 
400 7.7 
250 4.9 

320 6.1 
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Figure 54 : Spectres infrarouge de la fraction F3-2 et d 'un standard de chon- 
droïtine-4-sulfate. Chaque spectre a été réalisé sur une past i 1 le confect.ipn- 
née par mélange de Img d léchanti llon avec 150mg de bromure de potassium anhy- 
dre (qualité spectroscopique, Merck) , L'enregistrement a été fait sur un spec- 
trophotometre Beckman Acculab 1. 



sultats corrigés pour tenir compte, au cours du dosage avec le carbazole, de 
l'interférence due au galactose également présent dans ces fractions: i l  a 
en effet été établi qu'à concentrations équimoléculaires l'acide glucuroni- 
que et le galactose donnent, lors du dosage au carbazole selon Bitter - et 
al. (1962), une coloration dont les intensités sont dans le rapport 7.8/1. - 
L'examen des spectres d ' absorption des complexes colorés ( Fig . 55) permet de 
constater la bonne ressemblance existant entre le spectre donné par la frac- 
tion F3-2B et ceux que donnent l'acide glucuronique ou des standards purs de 
glycosaminoglycannes (chondroïtine-4-sulfate et acide hyaluronique) ; i 1 y a 
en part icu 1 ier identité des longueurs d ' onde des maxima d ' absorption (xmax = 

512 à 517nm). Le spectre que donne la fraction F3-2A est nettement diffé- 
rent, et se rapproche davantage de celui obtenu à partir du galactose pur 
dont la xmax est 532nm. En outre, lorsque l'on compare les rapports d'absor- 
bance A 510nmlA 450nm, la valeur calculée pour la fraction F3-2B (2.55) est 
plus proche de celle du chondroïtine-4-sulfate (3.28) que ne 1 'est celle de 
la fraction F3-2A (0.83). 

Cl DISCUSSION 

Les glycosaminoglycannes constituent une f ami 1 le de polysacchari- 
des hétérogènes A caractère polyanionique, résultant de l'enchaînement d'un 
nombre élevé d 'unités di saccharidiques , el les mêmes généralement constituées 
par une molécu le de N-acétyl hexosamine ( N-acétyl -D-g lucosamine ou N-acéty 1 - 
0-galactosamine) , éventuel lement sulfatée, 1 iée à une molécule d 'acide hexu- 
ronique (essentiel lement 1 'acide D-glucuronique, plus rarement 1 ' acide L-i- 
duronique; dans le keratane-sulfate cependant, du galactose se substitue à 

1 ' acide uronique) . 
Partant de l'expectoration d'un enfant atteint de mucoviscidose, 

des fractions contenant des glycosaminoglycannes ont été isolées selon un 
protocole comportant une filtration sur Sepharose CL-2B, une hydrolyse par 
la nuclease et la pronase et une nouvelle filtration sur Sephacryl S-300. 
Deux fractions glycoprotéiques principales ont été obtenues ( F3-2 et F3-3), 
la fraction la moins importante F3-2 présentant cependant le rapport acides 
uroniques/hexoses le plus élevé, et contenant moins de protéines que la 
fraction la plus abondante (F3-3). Du fait de son hétérogénéité à l 'électro- 
phorèse, la fraction F3-2 a été fractionnée par électrophorèse préparative 
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Figure 55 : Spectres d'absorption des complexes obtenus par la réaction au 
carbazole sulfurique en présence de borate. Partie A : 1 = acide glucuronique 
(40Mg) ; 2 = chondroltine-4-sulfate ( 10OVg) ; 3 = acide hyaluronique ( 100pg). 
Partie B : 1 = acide glucuronique (40pg); 2 = galactose (200pg); 3 = fraction 
F3-2A (67pg) ; 4 = fraction F3-2B (81pg). 

Bi+ 4 8 1 + 3  6 1 + 3  Bi+4 13 1 GlcUA - GalNAc - GlcUA -, Ga1 - Ga1 - Xyl - Ser 1 4 ! 6 - 1  sulfate 4 1 1 
séquence tétrasaccharidique 

de 1 iaison 

Figure 56 : Structure d'une courte chaîne de chondroïtine-sulfate montrant la 
séquence tétrasaccharidique qui lui permet de se lier à 1 'axe peptidique au 
sein d 'un protéoglycanne. 



en agarose en deux composants (F3-2A et F3-2B). 

La fraction F3-2B, présentant la mobilité électrophorétique la 
plus élevée, n lest colorée que par le bleu de toluidine. Elle est dégradée 
sous l'action de la hyaluronidase testiculaire et des chondroïtinases ABC et 
AC, mais résiste a l'attaque par la hyaluronidase de Streptomyces hyaluroly- 
ticus. Etant donné la specificité absolue de cet enzyme pour l'acide hyalu- 
ronique, cette observation permet d'établir la non-identité de la fraction 
F3-2B et de 1 'acide hyaluronique. 

A 1 'analyse chimique, la fraction F3-2B apparaît essen- 
t iel lement composée de sucres parmi lesquels galactose , N-acétylgalactosami - 
ne et acides uroniques sont respectivement dans un rapport molaire de 5.5, - 
4.4 et 4.4 par rapport au xylose. Les groupes sulfate, dont la présence dans 
la fraction F3-2 a également été etablie par l'étude des spectres d'absorp- 
tion infrarouge, et la sérine sont, toujours par rapport au xylose, respec- 
tivement dans le rapport molaire 5.0 et 1.3. 

Ces différentes observations pourraient s'interpréter 
par la présence de protéoglycannes relativement courts et comportant des 
chaînes de chondroïtine-sulfate. La longueur moyenne des chaînes polysaccha- 
ridiques, calculée sur la base des rapports molaires au xylose, serait d 'en- 
viron 4 motifs disaccharidiques de chondroïtine-sulfate auxquels viendrait 
s'ajouter la séquence tétrasaccharidique habituelle glucuronosyl-galactosyl- 
galactosyl-xylose connue pour assurer dans les protéoglycannes la liaison 
covalente des chaînes glycanniques sur un résidu de sérine de la chaîne po- 
lypeptidique. La structure représentée a la figure 56, que 1 'on trouve dans 
les protéogl ycannes contenant des chaînes de chondroïti ne-sulf ate , pourrait 
ainsi être représentative d 'une partie des composants présents dans la 
fraction F3-2B. 

La présence de glycosaminoglycannes type keratane pour- 
rait en outre rendre compte d'une partie du galactose et de la N-acétylglu- 
cosamine présents dans la fraction F3-26. Etant donné qulaprGs hydrolyse de 
cette fraction par la hyaluronidase testiculaire ou par les chondroïtinases, 
il  ne reste plus de matériel présentant d'affinité pour le bleu de toluidi- 
ne, il est possible que ces chaînes de kératane soient peu ou pas sulfatées. 
Le fait que les résidus de galactose soient plus nombreux que ne l'exigerait 
la présence de chaînes de chondroïtine-sulfate et de kératane n'est pas sur- 



prenant: une telle éventualité a déjà été rapportée, en particulier dans 
certains protéoglycannes à chaînes de kératane, et il  est admis que ces 
résidus supplémentaires de galactose en position indéterminée se branche- 
raient latéralement sur la chaîne polysaccharidique (Roden ,1980) . On peut 
aussi admettre que, comme dans le cartilage, la fraction F3-2B comporte des 
molécules à structure hybride, contenant à la fois des chaînes de chondroï- 
tine-sulfate et des chaînes de kératane reliées par liaison covalente à un 
polypeptide central. Compte tenu de sa faible proportion d'acides aminés, - la 
fraction F3-2B correspondrait alors à des résidus de protéoglycannes forte- 
ment dégradés, avec des chafnes courtes de chondroïtine-sulfate et de kéra- 
tane-sulfate. 

La fraction F3-2A, qui migre plus lentement que la fraction F3-2B, 
apparaît hétérogène à l'électrophorèse prenant à la fois l'amidoschwarz, le 
PAS et le bleu de toluidine. Elle est plus riche en acides aminés (20g/100g, 
poids sec), avec 22.5% d'hydroxyaminoacides et 20.6% d'acides aminés dicar- 
boxyliques. L'ensemble thréonine + serine + proline + glycocolle + alanine 
représente 47% des acides aminés totaux, et la cystéine est absente. Cette 
fraction est fortement glycosylée, contenant du galactose, des N-acétylhexo- 
samines, du fucose,de l'acide sialique et des groupes sulfate. Malgré la 
présence d 'un peu de mannose et d'une quantité non négligeable d'acides as- 
partique et glutamique, ces caractéristiques chimiques, Blectrophorétiques 
et tinctoriales suggèrent la présence dans cette fraction de glycopeptides 
provenant de glycoprotéines acides du type des mucines. Cette constatation 
serait donc une indication que dans l'expectoration étudiée une partie des 
mucines aurait été dégradée en glycopeptides sous 1 'action d'enzymes protéo- 
lytiques. Enfin, la sensibilité partielle de la fraction F3-2A a l'action 
des chondroïtinases, jointe iî l'existence de faibles quantités de xylose et 
d ' acides uroniques , suggèrent aussi la présence de glycosaminoglycannes dans 
cette fraction . 

A notre connaissance, i l  s'agit ici de la première description de 
protéoglycannes ou de glycosaminoglycannes dans les secrétions bronchiques 
recueillies au cours de la mucoviscidose. Nos résultats suggèrent que ces 
glycosaminoglycannes seraient constitués principalement de chaînes de chon- 
droïtine-sulfate, avec des chaînes de kératane associées au sein de protéo- 



glycannes de petite taille, et donc fortement dégradés. Ces résultats ne 
sont pas en contradiction avec ceux de Sahu et al. ( 1978a, 1978b, 1978c, l980a) 
qui ont montré que l'acide hyaluronique était le seul glycosaminoglycanne 
retrouvé dans les secrétions pulmonaires des malades atteints de mucovisci- 
dose, d'asthme ou de protéinose alvéolaire. En effet, ces travaux ont tous 
été réalises à partir de liquides de lavage broncho-alvéolaire, et 1 'on sait 
que 1 'acide hyaluronique est un produit secrété par les pneumocytes foetaux 
humains de type II en culture, cellules qui, sur le plan métabolique, sont 
les plus actives de 1 'épithélium alvéolaire (Sahu et al., 1980b, 1980~). 

L'origine et la signification biologique des protéoglycannes dans 
l'expectoration restent inconnues. Leur présence peut cependant, selon Sahu 
et al. ( 1980d), être considérée comme 1 ' indication d'une lésion pulmonaire. 
Dans cette optique, l'identification de glycosarninoglycannes dans l'expecto- 
ration d'un malade atteint de mucoviscidose pourrait être le reflet molécu- 
laire des remaniements épithéliaux bronchiques observés dans cette maladie; 
en particulier des lésions des membranes basales peuvent constituer des brè- 
ches par lesquel les des composants du tissu conjonctif sous-jacent pour- 
raient s'échapper vers la lumière bronchique. Il serait 3 cet égard intéres- 
sant de rechercher si la présence de protéoglycannes 3 chaînes de chondroï- 
tine-sulfates se retrouve aussi dans d'autres bronchopathies, ou si au con- 
traire el le présente une certaine spécificité pour 1 a mucovi SC idose. 

Au cours de ce travail sur les constituants solubles de l'expecto- 
ration recueillie chez un enfant atteint de mucoviscidose, nous n'avons pu 
en aucun cas caractériser la présence d'acide hyaluronique, substance qui, 
selon l'hypothèse de départ et a l'image de ce que l'on connaît des protéo- 
glycannes des tissus cartilagineux, aurait pu constituer un facteur supple- 
mentaire d 'association des mucines au sein du mucus bronchique. Cette étude 
a néanmoins permis d'isoler des glycosaminoglycannes qui ont été identifiés 
corne étant constitués de chaînes de chondroïtine-sulfate et de kératane- 
sulfate probablement associées sous forme de protéoglycannes de tai 1 le 
réduite. La présence de ces protéoglycannes dans l'expectoration pourrait 
être une indication de l'étendue des lésions sous-jacentes de la muqueuse 
bronchique. 



DISCUSSION GENERALE 

ET CONCLUSION 



Les glycoprotéines du type des mucines, qui constituent le princi- 
pal composant macromoléculaire des secrétions bronchiques, et dont on ignore 
toujours l'organisation moléculaire exacte, demeurent aujourd'hui encore 
1 ob jet de très nombreuses recherches. Elucider leur structure représente en 
effet une question d ' importance primordiale: cette connaissance doit permet- 
tre non seulement de mieux comprendre les propriétés du mucus bronchique (en 
particulier son r81e dans le transport mucociliaire), mais aussi de mieux 
saisir la pathogénie de liencombrement bronchique et, partant de 13, de 
mieux définir les orientations thérapeutiques 3 prendre au cours des dtver- 
ses bronchopathies . 

L'examen de la littérature (~remière Dartie du mémoire) nous a 
permis d'enregistrer un certain nombre de divergences dans les conceptions 
émises sur l'organisation macromoléculaire des mucines. Parmi les différents 
schémas de structure proposés figure le modèle de Roberts (1978a, Fig. 16) 
dans lequel les sous-unités glycoprotéiques sont organisées en structures 
filamenteuses par association covalente avec des protéines de liaison non 
glycosylées qui assurent en outre le pontage entre chaînes adjacentes grâce 
a des ponts disulfure et a des liaisons non covalentes. Ce modèle, qui con- 
fere aux 1 iaisons disulfure une responsabi 1 ité importante dans la cohésion 
macromoléculaire, ne permet cependant pas de rendre compte de la résistance 
d'un certain nombre de préparations de mucines aux agents réducteurs (Ro- 
berts,1974; Feldhoff et a1.,1979; Rose et a1.,1979; Mian et a1.,1982). Lam- 
blin et al. ( 1979) ont montré qu'au microscope électronique les mucines 
bronchiques obtenues par réduction du mucus présentent une grande hétérogé- 
néité de tai 1 le. Cette hétérogénéité pourrait, selon les auteurs, résulter 
d'une protéolyse activée par les agents réducteurs. 

Le premier objectif que nous nous sonunes donné au cours de ce tra- 
vail (deuxième partie du mémoire) était, 3 la lumière de cette dernière hy- 
pothèse, de réexaminer le mode d'action des agents réducteurs sur les muci- 
nes bronchiques. Compte tenu du fait que le comportement des mucines vis-3- 
vis des réducteurs pouvait être différent dans la phase soluble et dans la 



phase f ibril laire du mucus bronchique, ces deux phases ont été explorées 
successivement. 

Les résultats ont montré qu'en milieu dissociant, les 
agents réducteurs entraînent une diminution très sensible de la taille et de 
la masse moléculaires des mucines a la fois dans la phase soluble et dans la 
phase fibrillaire, Les mucines réduites dans ces conditions présentent ce- 
pendant une hétérogénéité de taille et de charge électrique. L'analyse chi- 
mique montre une teneur encore élevée en acides aminés, avec présence de 
mannose. Ces résultats indiquent donc de façon indiscutable que des ponts 
disulfure ont été rompus sous l'action du mercaptoéthanol en milieu disso- 
ciant. Cependant, étant donné la faible teneur des mucines en cystéine, on 
peut se demander si une partie des ponts disulfure n'appartient pas à des 
structures protéiques de plus faible poids moléculaire, jouant peut-être le 
r6le de facteurs de liaison, et associées aux mucines par des liaisons non 
covalentes malgré 1 a présence de guan id ineIHC1 6M, 

En milieu non dissociant, la diminution de taille molé- 
culaire apres action du mercaptoéthanol est encore plus importante que celle 
observée en guanidineIHC1 6M. Les mucines obtenues apparaissent plus homogè- 
nes par la taille corne par la mobilité électrophorétique. La teneur en glu- 
cides est nettement plus élevée, et celle des acides aminés plus faible; i l  
n'y a plus de mannose; la proportion des acides aminés hydroxylés est plus 
élevée et celle des acides amines dicarboxyliques plus faible qu'en milieu 
dissociant. 

De ces résultats, i l  ressort que la rupture de ponts 
disulfure, qui rend compte de 1 'action des réducteurs en milieu dissociant, 
ne peut suffire a el le seule pour expliquer la dégradation plus importante 
des mucines obtenues par réduction en milieu non dissociant. La possibilité 
dans certains mucus d'une mucolyse activée par les agents réducteurs doit 
être envisagée; un certain nombre d'éléments montrent que cette activité 
mucolvtiaue est de nature enzvmatiaue: 

- les différences de composition chimique des 
mucines obtenues après réduction du mucus en milieu dissociant ou non disso- 
ciant; 

- l'inhibition partielle du phénomène en pré- 
sence de PMSF, inhibiteur des sérine-protéases, ou après chauffage à 100°C; 

- 1 'inhibition en présence de guanidine/HCl 6M; 



- le fait que la phase soluble Lak ..., sponta- 
nément peu sensible à l'action des réducteurs, subisse une dissociation plus 
importante après mélange avec une phase soluble où cette activité mucolyti- 
que existe. Ce fait indique en outre que la sensibilité des mucus aux agents 
réducteurs, et donc leur contenu en protéases, peut varier d'une secrétion 
a l'autre. 

Le deuxième objectif poursuivi au cours de ce travail a été de re- 
chercher une nouvelle *thode de solubilisation des mucines bronchiques. Des 
résultats obtenus précéderment, i l  découle en effet que si l'utilisation 
des agents réducteurs est une méthode très efficace pour solubiliser la pha- 
se fibrillaire du mucus, i l  n'en reste pas moins qu'elle constitue aussi une 
méthode dégradante non seulement du fait de la rupture de ponts disulfure, 
mais aussi en raison de la protéolyse induite par les agents à thiol. L'ob- 
servation faite par Feldhoff et al. ( 1979) qu'une part importante de la 
secrétion trachéobronchique pouvait être solubi 1 isée après agitation dans 10 

volumes d'eau, nous a , dans ces conditions, amené ii examiner l'influence de 
l'hydratation du mucus sur la solubilisation des mucines bronchiques. 

Les résultats obtenus ont confirmé 1 'observation de 
Feldhoff et al. (1979) qu'une large part (plus de 90%) des composants macro- 
m i  
volumes d 'eau disti 1 l6e. Ces résultats montrent que le concept de phase fi- 
brillaire immuable au sein du mucus n'est probablement pas exact puisqu'à la 
limite presque tout le mucus peut être solubilisé par 1 'eau. 

Cette partie du travail a permis en outre de préciser 
que 1 'expectoration des sujets atteints de bronchiectasie est en moyenne 
plus pauvre en composants macromoléculaires totaux que celle des sujets at- 
teints de bronchite chronique ou de mucoviscidose. Par ailleurs, les compo- 
sants macromoléculaires sont beaucoup moins solubles au cours de la mucovis- 
cidose qu'au cours de la bronchite chronique. 

Apres avoir montré l'inconvénient qu'il y a à utiliser les agents 
réducteurs pour l'étude ultérieure des mucines, et après avoir testé l'effi- 
cacité de l'extraction des mucines par 12 volumes d'eau distillée, i l  appa- 
raissait intéressant, comme objectif No 3 de ce travail, d'isoler des muci- 
nes bronchiques selon cette dernière méthode non dégradante, et d'étudier 



ieurs propriétés physico-chimiques. Leur aspect au microscope électronique a 
été étudié selon trois procédés d'examen différents. Par ailleurs, la lyo- 
philisation étant une étape pouvant entraîner des modifications irréversi- 
bles de la conformation des molécules, deux protocoles légèrement différents 
de préparation des mucines ont été adoptés, l'un comportant une étape de 
lyophilisation, tandis que dans l'autre la lyophilisation a été remplacée 
par une étape de concentration sur membrane poreuse. 

Dans les fractions lyophilisées, les mucines ne pénè- 
trent pas dans le gel dtélectrophorèse mais elles sont associées a des com- 
posants de faible masse moléculaire, de nature peptidique et de nature gly- 
colipidique. Le fait qu'après réduction en présence de SDS a 100°C, i l  n1ap- 
paraît pas de composants protéiques supplémentaires, ne plaide pas en faveur 
d'un modèle dans lequel les mucines résulteraient de l'association de sous- 
unités avec une protéine de liaison. La teneur en lipides est importante (20 
a 40%), plus élevée au cours de la mucoviscidose qu'au cours de la bronchite 
chronique; ces lipides, qui sont constitués de phospholipides, de glycolipi- 
des, de cholestérol, d'acides gras et de triglycérides, peuvent être ex- 
traits par dé1 ipidation . Au microscope électronique, les rnucines lyophi 1 i- 
sées, exclues du gel de Sepharose CL-2B, montrent après étalement par le 
cytochrome C des formes fi lamenteuses mais aussi des agrégats en forme de 
buissons; seules les formes filamenteuses sont visibles par la technique de 
réplique métallique. 

Dans les fractions de mucines non lyophilisées, aucune 
forme en buissons n'a pu être caractérisée; par contre, après ombrage au 
tungstène, il  apparaît des filaments de 200 a 1000nm. La coloration négative 
ou l'étalement par le cytochrome C permettent de déceler frequemment des mi- 
celles plus ou moins sphériques, de taille importante, polydispersées, pou- 
vant aller jusquia 300nm et qui apparaissent riches en lipides. Après dé1 i- 
pidation, les mucines gardent leur conformation filamenteuse polydispersée 
mais il y a disparition des micelles lipidiques. Il en résulte que l'asso- 
ciation des lipides aux mucines est de type non covalent. 

L'étude du coefficient de sédimentation des fractions de 
mucines non lyophilisées et délipidées montre qu'en tampon non dissociant 
75% du matériel sédimente rapidement sous forme d'agrégats, tandis que le 
reste sédimente avec un coefficient Szo ,w de 13.8 en tampon acétate, et de 
9.8 en présence de glycérol a 50%; en présence de guanidine/HCl 6M, les 



agrégats se dissocient totalement en protomères et sédimentent avec un coef- 
ficient S.ro,w de 13; la comparaison du coefficient de sédimentation mesuré 
et corrigé avec le coefficient de sédimentation calculé a partir des données 
morphologiques indique que les rnucines en solution adoptent une conformation 
plutôt compacte. De cet ensemble de donnees, i l  ressort que, selon le sol- 
vant, les mucines bronchiques peuvent se présenter soit sous forme d'agré- 
gats , soit sous forme d 'entités macromoléculaires dissociées, soit encore 
sous ces deux aspects a la fois. Ce polymorphisme des mucines pourrait ex- 
pliquer, en partie du moins, un certain nombre de divergences qui existent 
dans la littérature sur les caractéristiques de ces substances. 

La decouverte dans certains mucus de substances ressemblant a des 
glycosaminoglycannes nous a incité a rechercher, comme dernier objectif de 
ce mémoire (quatrième partie), si de 1 'acide hyaluronique ne pouvait pas, en 
jouant le même rale structural qu'au sein des protéoglycannes du cartilage, 
constituer un facteur d'association des mucines bronchiques. S'il n'a pas 
été possible d'identifier de l'acide hyaluronique, par contre, des protéo- 
glycannes fortement dégradés, contenant des chalnes de chondroïtine-sulfate 
et peut-être de kératane, ont été caractérisés dans l'expectoration d'un su- 
jet atteint de mucoviscidose. Ces protéoglycannes, dont la présence dans les 
secrétions bronchiques pourrait traduire l'existence de lésions de la mem- 
brane basale de l'épithélium, peuvent être, en raison de leur faible masse 
moléculaire, facilement dissociés des mucines: ils ne semblent donc jouer 
aucun r6le dans l'organisation moléculaire des mucines bronchiques. 

Dans 1 'état actuel des choses, i 1 n'est pas possible de proposer 
un modele d 'organisation des mucines bronchiques. Néanmoins, compte tenu des 
résultats exposés dans ce mémoire, i 1 apparaît possible de retenir quelques 
éléments fondamentaux de leur strucrure: 

1) les mucines bronchiques adoptent en solution une con- 
formation filamenteuse aléatoire plutôt ramassee, et manifestent une tendan- 
ce importante a l'agrégation lorsque le degré d'hydratation du milieu dimi- 
nue. Le modele "moulin a vent", proposé par Allen (1983a) dans le cas des 
mucines gastriques, ne peut donc être considéré comme un modèle universel 
d'organisation des mucines; 

des interactions non covalentes existent entre muci- 



nes et peptides ou protéines; de la même façon, il est maintenant établi que 
d'autres interactions non covalentes se font avec des lipides, sans qu'il 
soit toutefois possible de préciser dans quelle mesure et sous quelle forme 
ces substances sont impliquées dans la structuration du mucus; il  est remar- 
quable que ces interactions sont suffisamment stables pour résister d 1 'ac- 
tion d 'agents dissociants tels que la guanidine/HCl 6M; 

3) pour expliquer 1 'hétérogénéité de longueur des fi la- 
ments observés en microscopie 4lectronique, deux hypothèses peuvent être 
formulées: 

a) les mucines pourraient être synthétisées 
sous forme de longs filaments de taille homogène, et ensuite être plus ou 
moins dégradées pendant ou après leur secrétion; 

b) a 1 ' inverse, les mucines pourraient être 
synthétisées sous forme de monom&res de plus faible poids moléculaire et 
être ultérieurement polymérisées par 1 ' intermédiaire de 1 iaisons qui restent 
cependant encore a définir; 

4) le mécanisme de polymérisation des monomères de muci- 
nes met en jeu des liaisons dont la nature demeure imprécise: 

a) une organisation résultant de la liaison 
bout a bout des monomères par l'intermédiaire de ponts disulfure, selon le 
schéma proposé pour les mucines cervicales par Carlstedt et al . ( 1983b) , 
peut être envisagée. Nos résultats seraient en effet compatibles avec l'e- 
xistence de quelques ponts disulfure dans l'organisation des mucines; cepen- 
dant, une telle organisation résultant de l'enchaînement de motifs identi- 
ques s 'accorde mal avec la grande hétérogénéit6 des sous-unités obtenues 
après action des agents réducteurs; 

b) d'autres types de liaisons croisées, telles 
que celles qui pourraient résulter de l'action d'une transglutaminase, de- 
vraient être maintenant recherchées. 

Quoi qu'il en soit, qu'il y ait ou non des ponts disulfure dans 
les mucines bronchiques, notre contribution expérimentale a permis de préci- 
ser le mode d'action des agents réducteurs lors de la mucolyse: outre leur 
action de clivage éventuel de ponts disulfure, les réducteurs manifestent la 
propriété dans certains mucus d'activer un ou des systèmes protéolytiques 
reconnaissant comme substrat les mucines. Le mécanisme exact de cette acti- 
vat ion reste encore hypothétique. Malgré 1 'abondante 1 ittérature déjd parue 



sur ce sujet, beaucoup de travail reste donc encore à faire dans le domaine 

des glycoprotéines du type des mucines avant que ne soit parfaitement com- 

prise leur organisation macromoléculaire. 
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1. TRAITEMENT DES EXPECTORATIONS. 

Chaque expectoration étudiée a été recueil lie tous les jours 
pendant un mois et conservée à 1 'état congelé (-20 OC) jusqu'à son utilisa- 
tion. Les expectorations ont été trai tees selon deux méthodes différentes. 

A/ PREPARATION DES PHASES SOLUBLE ET FIBRILLAIRE DU MUCUS BRONCHIOUE 

AprGs décongélation, les échantillons sont réunis et lavés pen- 
dant une heure sous agitation mécanique douce en présence de trois volumes 
de sérum physiologique. Le mélange obtenu est centrifugé pendant 30mn à 

4000g, donnant un surnageant appelé phase soluble et un culot appelé phase 
fibrillaire. 

Phase soluble et phase fibrillaire sont dialysées pendant trois 
jours à 4OC contre de l'eau distillée (renouvelée matin et soir), lyophili- 
sées et pesées. 

Pour 1 'étude ultérieure du matériel ainsi recuei 1 l i  , les échan- 
tillons sont placés sous agitation douce pendant 2h (phase soluble) ou 4h 
(phase fibrillaire) 3 la température du laboratoire en présence du tampon 
choisi en fonction de 1 'étude, à la concentration de 20mg/ml (phase soluble) 
ou 10mg/ml (phase fibrillaire). 

B/ EXTRACTION DU MUCUS BRONCHIQUE PAR DILUTION AU 1/12è DANS L'EAU 

Après décongélation, le mucus est dilué au 1112è dans 1 'eau dis- 
tillée et agité a 4OC pendant une nuit. Le mélange obtenu est centrifugé 3 
3000g pendant 30mn. Le surnageant et le culot (contenant des débris cellu- 
laires) sont directement lyophilisés et pesés. 

Dans certaines expériences cependant, la où l'on souhaite exami- 
ner au microscope électronique des préparations dans un état aussi proche 
que possible de leur état natif, et donc où la lyophilisation était à évi- 
ter, le surnageant est concentré par passage sur filtre microporeux cellulo- 
sique (fi ltre Amicon DP02, diamètre moyen des pores: 0.2pm) préalablement 
lavé par de la guanidineIHC1 6M, puis par de l'eau. Le filtrat est directe- 
ment lyophilisé, tandis que la fraction retenue sur le filtre est dialysée 
pendant 2 jours contre de la guanidineIHC1 6M, puis concentrée pour obtenir 



une solut ion qui sera déposée directement comme échanti 1 lon sur une colonne 

de chromatographie. 

II. FRACTIONNEMENT DES COMPOSANTS DU MUCUS BRONCHIQUE PAR CHROMATOGRAPHIE DE 
GEL FILTRATION. 

A/ SUR COLONNE DE SEPHAROSE CL-2B 

Le gel de Sepharose CL-2B (Pharmacia), suspendu dans le tampon 
d'élution, est coulé dans une colonne de verre (colonne Kontes, 50 x 2.5cm, 
équipée d 'un disque de verre fritté de porosité médium), sur une hauteur de 
48cm. La colonne est équilibrée dans le tampon d'élution. 

100 a 150mg de 1 'échantillon a analyser, déposés sous un volume 
de 5ml (phase soluble) ou de 10ml (phase fibrillaire), sont élues de la co- 
lonne par le tampon dlélution (soit tampon Tris/HCl 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0; 
soit guanidineIHC1, 6M) ,  avec un débit de 25mllh et a la température du la- 
boratoire. L'éluat est recueilli sur un collecteur de fractions réglé pour 
un volume de 5ml. Pour chaque fraction, llabsorbance à 278nm et la teneur en 
hexoses sont mesurées, ce qui permet de tracer les diagrammes d 'élution cor- 
respondants de l'échantillon. 

En fonction de ces diagrammes, les fractions sont réunies, dialy- 
sées a 4OC contre de l'eau distillée, lyophilisées et pesées. Cependant, 
certaines fractions destinées à être examinées en microscopie électronique 
ne sont pas lyophi 1 isées, mais concentrées sur fi ltre Amicon DP02 jusqu ' à 

Ilobtention d'une concentration de lmg/ml environ en composants macromol4cu- 
laires. 

B/ SUR COLONNE DE SEPHACRYL S-300 

Le gel de Sephacryl S-300 (Pharmacia), suspendu dans le tampon 
d'élution, est coulé dans une colonne de verre (colonne Kontes, 100 x 2.5cm, 
équipée d'un disque de verre fritté de porosité médium) sur une hauteur de 
95cm. La colonne est équilibrée en tampon Tris 0.?M, NaCl 0.2M, pH 8.0. 

L'échantillon, à la concentration de 20mg/ml, est élu4 par le 
tampon avec un débit de 25ml/h, 3 la température du laboratoire. Des frac- 

tions de 10ml sont collectées; leur absorbance à 278nm est mesurée de même 



que leur teneur en hexoses (dosage à 1 'orcinol) et en acides uroniques (do- 

sage au carbazole). 
En fonction des profils enregistrés, les fractions sont réunies, 

dialysées et lyophilisées. 

III. REDUCTION DES MUCINES BRONCHIOUES. 

Le 2mercaptoéthanol et 1 ' iodoacétamide (produits Sigma) ont été uti 1 i - 
sés respectivement corne agent de réduction et agent d'alkylation. 

A/ REDUCTION DES MUCINES DE LA PHASE SOLUBLE 

1) En tampon non dissociant 
lOOmg de phase soluble lyophilisée sont solubilisés en tam- 

pon phosphate de sodium 0.075M, pH 7.3, à la concentration de 20rng/rnl par 
agitation douce pendant 2h à la température du laboratoire, puis incubés 
pendant 18h à 37OC, toujours sous agitation, en présence de rnercaptoéthanol 

a 1% V/V (0.143~). 
Dans une expérience, les rnucines réduites ont ensuite été 

alkylées par incubation à l'obscurité pendant 2h, à la température du labo- 

ratoire, en présence d '  iodoacétamide 0.2M (concentration finale). 

2) En tampon dissociant 
100mg de phase soluble lyophilisée sont solubilisés dans 

une solution de guanidine/HCl 6M à la concentration de 20mg/ml par agitation 
pendant 2h à la température du laboratoire, puis incubés pendant 18h à 37OC 

sous agitation en présence de mercaptoéthanol à 1% v/v. 

BI REDUCTION DES MUCINES DE LA PHASE FIBRILLAIRE 

1) En tampon non dissociant 

100mg de mucus fibrillaire sont agités pendant 2h à 37OC 
dans 10ml de tampon phosphate de sodium 0.075M, pH 7.3, puis réduits en pré- 
sence de rnercaptoéthanol à 1% v/v pendant 24h à 37OC . Apres élimination du 
culot par centrifugation, le surnageant contenant les rnucines réduites est 
dialysé puis lyophilise. 



2) En tampon dissociant 
100mg de mucus fibrillaire sont solubilisés par agitation 

2h à 37OC dans 1Oml d'un tampon Tris/HCl 0.3M, pH 8.0, contenant de la gua- 
nidine/HCl 6M . 

La réduction est obtenue en présence de mercaptoéthanol 
0.1M (concentration finale) et agitation pendant 24h à 37OC. 

Le mélange est alkylé par agitation pendant 2h à la tempé- 
rature du laboratoire en présence d'iodoacétamide 0.36M (concentration fi- 
nale), puis dialysé et lyophilisé. 

IV. INACTIVATION DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE ENDOGENE DE LA PHASE SOLUBLE DU 
MUCUS BRONCHIQUE. 

A/ INACTIVATION PAR LA CHALEUR 

L'échanti 1 lon ( 100mg) en solution dans un tampon phosphate de so- 
dium 0.075M, pH 7.3 (20mg/ml) est porté au bain-marie bouillant pendant 
20mn . 

B/ INACTIVATION PAR LES INHIBITEURS DE PROTEASES 

L'échanti 1 lon ( 100mg), en solution dans un tampon phosphate de 
sodium 0.075M, pH 7.3 (20mg/ml) est incubé pendant 4h 3 37OC sous agitation 
en présence de PMSF (phényl -méthyl-sulf onyl f luorure, Pierce) , 3 la concen- 
tration finale de 0.5mM (solution mère de PMSF = 10mM dans 1 ' isopropanol) . 

V . HYDROLYSES ENZYMATIQUES. 

A/ ACTION DE LA NUCLEASE 

La nucléase du staphylocoque doré (Micrococcal Nuc lease, E.C .3.1. 
4.7) possède une activité exo- et endo-3' -5' -phosphodiestérase et catalyse 

l'hydrolyse des acides désoxyribonucléiques et ribonucléiques en produisant 
des 3'-nucléosides-phosphates (Alexander et al., 1961 ) . 

Une solution mère de 1 'enzyme ( 15000 U/mg, Worthington) est pré- 

parée à la concentration de Img/ml d'eau distillée. La solution de travail 



est faite à 2OPg/ml de tampon borate de sodium 100mM, pH 8.8, contenant 0.1% 
de sérumalbumine bovine. 

L'échantillon est solubilisé a la concentration de 20mglml de 
tampon borate de sodium 25mM, chlorure de calcium 2,5mM, pH 8.8. 

Enzyme et substrat sont mélangés dans le rapport pondéral 111000, 

et incubés, sous agitation douce pendant 6h à 37OC. Le mélange est alors 
dialysé à 4 O C  contre de 1 'eau distillée, et lyophilise. 

B /  ACTION DE LA PRONASE 

La pronase de Streptomyces griseus (protéase type XIV, Sigma) est 
un enzyme protéolytique non spécifique. 

L'enzyme est solubilisé dans l'eau distillée à la concentration 
de Imglml. 

L'échanti 1 lon est dissous dans un tampon Trislacétate 0.15M, 
chlorure de calcium 2.5mM, pH 7.8 à la concentration de 20mglml. 

Enzyme et substrat sont mélangés dans le rapport pondéral 1/40, 
et incubés sous agitation douce à 37°C. Au bout de 24h, une quantité équiva- 
lente d'enzyme fraîchement préparé est ajouté au milieu, et l'incubation est 
poursuivie pendant 12h supplémentaires. Le mélange est alors dialysé à 4OC, 

additionné d 'acide trichloracétique sol ide jusqu ' 3 la concentrat ion finale 
de 5% (plv) , et agité pendant une nuit a 4 O C .  La centrifugation ( 12 0009, 

15mn) permet dl isoler un surnageant et un culot. Ce dernier est ré-extrait 

par addition d'une solution froide d'acide trichloracétique à 5%, puis le 
mélange est agité et recentrif ugé dans les mêmes conditions. Les surnageants 
sont combinés, dialysés et lyophilisés. 

C/ ACTION DE LA NEURAMINIDASE 

La neuraminidase ou sial idase (mucopolysaccharide N-acétylneura- 
minylhydrolase, E.C.3.2.1.18) catalyse l'hydrolyse des liaisons glycosidi- 
ques qui assurent la 1 iaison de résidus d 'acide N-acétylneuraminique à des 
structures oligo- ou polysaccharidiques. 

L'enzyme, provenant de Clostridium perfringens (Sigma, type X) , 
est dissous à la concentration de 1U (soit 7ilg), dans 2OP1 d'un tampon acé- 

tate de sodium O.IM, pH 5.0. 



L'échanti llon ( Img) est dissous dans 8OP1 de sérum physiologique. 
Les deux solutions ainsi préparées sont mélangées et incubées 

pendant 20h à 37OC. 

D/ ACTION DES HYALURONIDASES 

Deux sources d'enzymes différentes ont été utilisées: 

1 ) La hyaluronidase testiculaire de Boeuf (hyaluronate-4-g lycan- 
hydrolase, E.C .3.2.1.35) manifeste une activité endo-B-N-acétylhexosaminida- 
sique. La spécificité de l'enzyme est large: elle catalyse l'hydrolyse de 
liaisons N-acétylhexosaminiques internes dans l'acide hyaluronique, les 
chondroïtines sulfates A et C. Sous l'action de cet enzyme, l'acide hyaluro- 
nique est dégradé en oligosaccharides de tailles variées, possédant à leur 
extrémité réductrice un résidu de N-acétylglucosamine: le produit principal 
est le tétrasaccharide: 

8 1 - 3  B I - 4  B L - 3  
GlcUA- GlcNAc-+ GlcUA - GlcNAc 

Les hexasaccharides et disaccharides, homologues supérieurs et inférieurs de 
ce tétrasaccharide, sont produits en plus faible proportion. 

La hyaluronidase testiculaire de Boeuf (Sigma type VI, 
10600 unités NF/mg) , (NF = National Formulary) , est préparée à la concentra- 
tion de Img/2ml de tampon acétate de sodium 1M, chlorure de sodium 1.5M, pH 
5.5. 

L'échantillon est solubilisé à la concentration de 20mg/ml 

de sérum physiologique. 
Enzyme et substrat sont mélangés dans le rapport pondéral 

1/120, et incubés sous agitation douce, pendant 18h a 37 OC. Le mélange est 
alors dialysé à 4OC contre de l'eau distillée et lyophilisé. 

2) La hyaluronidase de Streptomyces hyalurolyticus 
Cette hyaluronidase (hyaluronate lyase, E.C.4.2.2.1) est 

différente de la hyaluronidase testiculaire. Elle catalyse la rupture des 
1 iaisons N-acétylglucosaminiques par une réaction d 'él imination, produisant 
des tétrasaccharides et des hexasaccharides comportant à leur extrémité non 



réductrice un résidu d'acide glucuronique A-4,5-insaturé. La spécificité de 

1 'enzyme est absolue pour 1 'acide hyaluronique (Ohya et al., 1970; Vaccaro - et 
a1 ., 1979). - 

La hyaluronidase de Streptomyces hyalurolyticus ( Seikagaku 

Kogyo Co., Tokyo, 2000 TRUImg) , (TRU = "Turbidity Reducing Unit") , est pré- 

parée à la concentration de lmg/12.5ml de tampon acétate de sodium 0.1M, pH 

6.0 . 
L'échanti 1 Ion est solubi 1 isé à la concentration de 20mglml 

de sérum physiologique. 
Enzyme et substrat sont mélangés dans le rapport pondéral 

11500, et incubés, sous agitation douce pendant 4h à 50 OC. Le mélange est 
dialysé a 4OC contre de 1 'eau distillée et lyophilisé. 

E/ ACTION DES CHONDROITINASES 

Deux types de chondroitinases ont été utilisées. 

1) La chondroïtinase ABC (chondroltine ABC lyase, E.C.4.2.2.4) 
purifiée a partir de Proteus vulgaris, catalyse la dégradation, au cours 
d'une réaction d'élimination, des chondroltines sulfates A, B et C en disac- 

charides A-4,s-insaturés (A-Di-4s et A-Di-6s). L'enzyme est également actif, 
bien qu'à vitesse plus faible, sur la chondroïtine et 1 'acide hyaluronique. 

L'enzyme (Seikagaku Kogyo Co., Tokyo) est solubilisé à la 
concentration de 25 uniteslm1 de tampon TrisIHCl 0.25M, acétate de sodium 
0.18M, chlorure de sodium 0.25MY pH 8.0. 

Le substrat est dissous à raison de 20mglml de sérum phy- 

siologique. 
Enzyme et substrat sont mis a incuber dans le rapport 1 u- 

nité enzymatique pour h g  de substrat, pendant 12h à 37OC, puis sont dialy- 

sés et lyophilisés. 

2) La chondroltinase AC (chondroïtine AC lyase, E.C -4.2.2.5) 
purifiée 3 partir d1Arthrobacter aurescens, catalyse le même type de réac- 
tion que la chondroltinase ABC. Sa spécificité est peu différente: elle re- 

connaît comme substrat la chondroïtine, les chondroïtines sulfates A et C, 
et l'acide hyaluronique. Par contre elle reste inactive sur la chondroïtine 



sulfate B (Dermatane sulfate) qui se comporte en inhibiteur compétitif de 

1 ' enzyme. 
L'enzyme (Seikagaku Kogyo Co. ,Tokyo) est solubi 1 isé à la 

concentration de 25 unités/ml de tampon acétate de sodium 0.1M, pH 6.0. 
Le substrat est dissous à raison de 20mg/ml de sérum phy- 

siologique. 
Enzyme et substrat sont mélangés et incubés sous agitation 

douce, dans le rapport 1 unité enzymatique pour 4mg de substrat pendant 12h 
a 37OC. Le mélange obtenu est ensuite dialysé et lyophilisé. 

VI. TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES. 

A/ ELECTROPHORESE ANALYTIQUE EN GEL D'AGAROSE 

La technique employée est une adaptation de la méthode décrite 
par Scheidegger ( 1955) . 

Le support est un gel d'agarose (Indubiose A 45, LI Industrie 
Biologique Française) a 0.9% dans un tampon véronal de sodium pH 8.2, force 
ionique 0.1, coulé sur lame de microscope (3ml pour une lame 25 x75mm). 

L'échanti 1 lon ( Img, solubi lis6 dans 50~1 de sérum physiologique) 
est soumis a électrophorèse pendant Ih par application d'une différence de 
potentiel de 20 volts entre les extrémités de la lame, à la température du 
laboratoire. 

Pour l'étude des protéines, les lames sont fixées pendant 2h dans 
le fixateur de Carnoy (éthanol absolu/chloroforme/acide acétique pur, 6: 3: 1 ,  
vlv) , sechees sous papier Whatrnan No 3 puis colorées pendant 5mn dans 1 'ami- 
doschwarz (solution a 1% p/v dans le mélange méthanol /eaulacide acétique 
pur, 6:3:1, v/v). 

Pour l'étude des glycoprotéines, les lames sont fixées pendant 2h 
dans le fixateur de Carnoy, séchées sous papier Whatman No 3, et colorées a- 
près oxydation periodique par le réactif de Schiff (Biserte, 1957). 

Pour 1 'étude des substances à caractère acide, les lames sont fi- 
xées pendant Ih dans une solution aqueuse à 0.1% de Cetavlon, séchées sous 
papier Whatman No 3 et colorées pendant 15mn par le bleu de toluidine (solu- 
tion a 0.4% p/v dans le mélange acétone/eau, 8: 2, v/v). 



B/  ELECTROPHORESE ANALYTIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS 

Le gel de séparation est un gel de polyacrylamide à 15%, coulé en 
plaque selon la technique de Kerckaert ( 1978), dans un tampon TrisIHCl 
0.76M, pH 8.9 (concentration finale) et en présence de 0.1% de SDS. 

Un gel de concentration à 5% de polyacrylamide en tampon TrisIHC1 
0.44MY pH 8.8, a été utilisé. 

L'électrophorèse est conduite selon la technique de Laemml i 
( 1970), avec un tampon d'électrode constitué de Tris 0.165MY glycocol le 
0.128M, SDS 0.1%, pH 7.8. 

Après électrophorèse, les protéines sont colorées par le bleu 
Coomassie; les sucres sont révélés selon la technique de Zaccharius et al. 
(1969). Pour la mise en évidence des lipides, la solution d'échantillon est, 
avant électrophorèse, soumise à une précoloration par incubation pendant 
30mn à 1 'obscurité en présence d'un volume d'une solution de noir Soudan 
(Produit Sebia). 

Cl ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN GEL D'AGAROSE 

251111 d'un gel d'agarose ( Indubiose A 45, 1 ' Industrie Biologique 
Française) à 0.9% en tampon véronal de sodium pH 8.2, de force ionique 0.1, 
sont coulés sur une plaque de verre de dimensions 10 x 10cm. 

0.2ml de 1 'échanti 1 lon a fractionner, dissous à la concentration 
de 20mglml dans du sérum physiologique, sont appliqués dans une fente de 8cm 
de long réalisée à 2cm d'un des bords de la plaque. 

La séparation électrophorétique est obtenue par application d'un 

champ électrique constant de 22,5V/cm entre les extrémités de la plaque, 
pendant une période de lh45mn, à 1 'issue de laquelle deux bandes latérales 
de gel de 2cm de caté sont découpées pour le repérage des substances à Ca- 

ractère acide. Ce repérage est assuré par immersion des bandes pendant Ih 
dans une solution aqueuse à 0.1% de cétavlon. Le reste du gel d 'agarose est 
découpé en fonction des résultats de ce repérage, et les segments ainsi dé- 

coupés sont élués dans 5ml d'eau distillée, dialysés et lyophilisés. Un seg- 
ment de surface équivalente de gel, ne contenant aucun échantillon, est 
traité dans les mêmes conditions pour servir de témoin d 'extraction. 



VII. COMPOSITION EN ACIDES AMINES : CHROMATOGRAPHIE SUR RESINE ECHANGEUSE 
D' IONS 

A/ Hydrolyse 
L'échantillon (0.3 à 0.7mg selon la richesse en acides aminés) 

est hydrolysé par l'acide chlorhydrique 5.6M pendant 24h à llO°C en tube 
scellé sous azote. L'hydrolysat est ensuite évaporé sous vide à basse tempé- 
rature (Evapomix Büchler) . 

B/ Analvse des acides aminés 
La composition en acides aminés est déterminée sur analyseur 

automatique (Beckman, Multichrom B) . Les tampons et le programme d ' élution 
ont été conçus de façon a séparer en une seule étape et sur la même colonne 
(35Ox6mm, résine Durrum DC 6 A) à la fois acides aminés et osamines. 

Les tampons utilises ont la composition suivante : 
TAMPON No 1 2 3 4 

................................................................ 
PH 2.97 2.97 4.10 7.10 
citrate de sodium,2H20 15.79 15.79 15.79 15.7g 
chlorure de sodium 309 37.59 
thiodiglycol hl hl hl hl 
acide N-capryl ique 0.08ml 0.08ml 0.08ml 0.08ml 
eau distillée q.s.p. 11 11 11 11 

Le pH de chaque tampon est ajusté avec de l'acide chlorhydrique 
concentré. 

L'utilisation du tampon No 2 (citrate de sodium enrichi en chlo- 
rure de sodium, pH 2.97) permet d'éluer les hexosamines (glucosamine puis 
galactosamine) entre 1 'alanine et la valine. 

Le programme de passage des tampons est le suivant: 
temps en mn 

tampon No 1 0 - 93 
tampon No 2 93 - 125 
tampon No 3 125 - 142 
tampon No 4 142 - 234 
NaOH 0.2M (régénération) 234 - 242 
tampon No 1 (rééqui 1 ibration) 242 - 283 



Le programme de température est le suivant: 
temps en mn 

50°C O - 185 
60°C 185 - 242 (ce qui accélère 1 'élution de 

1 'arginine) 
50°C 242 - 283 (début de rééqui 1 ibration) 

La composition du réactif à la ninhydrine est la suivante: 
.......... ninhydrine (Touzart et Matignon) 759 

................. chlorure stanneux (Merck) 1.59 
........... tampon acétate de sodium pH 5.5 1.251 

.......... rnéthylcel losolve (Solv .Doc .Synt) 3.751 

Le réactif est conservé sous atmosphère d ' azote. 
Les débits d'élution sont de 35ml/h pour les tampons et de 17.5 

rnl/h pour le réactif à la ninhydrine. 

VIII. TECHNIQUES D'ANALYSE DE LA FRACTION GLYCANNIQUE DES GLYCOCONJUGUES. 

A/ TENEUR EN OSES COMBINES : REACTION A L'ORCINOL SULFURIQUE 

La présence d'oses combinés dans les éluats de colonne est mise 
en évidence par la méthode de dosage à l'orcinol sulfurique adaptée sur 
autoanalyseur Technicon (Demai lle et al., 1965). 

Réactif à l'orcinol : 3.29 d'orcinol sont dissous dans 200ml 
di acide sulfurique 1M, on complete à 21 par addition d'une solution aqueuse 

d'acide sulfurique a 66% (vlv) . 
Une gamme de galactose (12.5vg/ml à 10OPg/ml) est préparée dans 

l'eau distillée. 
Mode opératoire : les fractions ?I analyser (débit = 0.32 ml/mn, 

cadence de passage 50/h, rapport prélèvementlrinçage 21 1 ) sont mélangées au 

réactif a 1 'orcinol (débit = 2.88ml/rnn) préalablement segmenté par bu1 lage 
d'air (0.42ml/rnn). La coloration se développe par passage dans un bain-marie 
à 95OC puis, après refroidissement, on mesure l'absorbance a 520nm. 

B/ TENEUR EN ACIDES URONIQUES : REACTION AU CARBAZOLE SULFURIQUE 

1 ) Méthode manuel le 



Le dosage des acides uroniques a été réalisé par la réac- 
tion au carbazole sulfurique selon la méthode de Dische (1947), modifiée par 
Bitter et Muir (1962). 

Réactifs : 
solution de tétraborate de sodium 0.025M dans 1 'acide 

sulfurique concentré (d = 1.84) . 
réactif au carbazole: solution de carbazole à 0.125% 

dans 1 ' alcool absolu. 
garrune standard de D-glucuronolactone : 12.5 à 20OPg/ml 

d 'eau. 
Mode opératoire: à 5ml de la solution de tétraborate sulfu- 

rique placés à 4OC, on ajoute lm1 d'échantillon. Le tube est bouché herméti- 
quement et porté 1hn au bain-marie bouillant. Après refroidissement, on 
ajoute O.îml de la solution de carbazole. Le mélange est placé pendant 15mn 
au bain-marie bouillant puis refroidi. L'absorbante est lue à 530nm. 

2) Méthode automat ique 
La présence d'acides uroniques dans les éluats de colonne a 

été mise en évidence par la reaction au carbazole sulfurique (Dische,1947), 
modifiée selon Bitter et Muir (1962) et adaptée à l'autoanalyseur Technicon. 

Réactifs : 
solution de tétraborate de sodium 0.025M dans l'acide 

sulfurique concentré (d = 1.84). 

réactif au carbazole: solution de carbazole à 0.062% 
dans 1 'alcool absolu. 

garrune standard de D-glucuronolactone: 12.5 à 20Ovg/ml 
d'eau. 

Mode opératoire: les fractions à analyser (débit=0.3îml/mn, 
cadence de passage 50/h avec interposition d 'un godet d 'eau entre chaque é- 

chanti 1 lon, rapport prélèvement/rinçage=2/1) sont mélangées au tétraborate 
en milieu sulfurique segmenté par bullage d'air (débit = 0.60ml/mn). Le mé- 
lange passe dans un bain-marie à 95OC puis, après refroidissement, reçoit la 
solution de carbazole (débit = 0,70ml/mn). Le mélange passe dans un bain-ma- 
rie à 95°C puis, après refroidissement, son absorbance est mesurée à 520nm. 
(Fig. 57). Un exemple de tracé obtenu avec la gamme de D-glucuronolactone 
est donné en figure 58. 
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Fi ure 58 G a m e  standard de D-glucuronolactone ( 12.5 3 20Ovg/ml) utilisée 
pour e osage automatique des acides uroniques sur autoanalyseur Technicon +-a- 
AAI. (Adaptation de la methode manuel le de Bitter et Muir, 1962). 

- 



C/ COMPOSITION GLUCIDIQUE : TECHNIQUE DE CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 

La composition en oses neutres et en osamines est déterminée par 

la méthode de Reinhold (1972) modifiée par Roussel et al. ( 1975). 

1) Méthanolyse 
L'échantillon ( 150 à 300~9) additionne de 50~g de méso-ino- 

sitol (standard interne) est placé dans un tube (bouchon vissant et joint 
téflon), et traité par 0.5ml de méthanolIHC1 0.5M a 65 OC pendant 16h. Les 
compositions réalisées dans le cadre de la troisieme partie (isolement de 
rnucines bronchiques en 1 'absence d 'agents réducteurs) et de la quatrième 
partie du mémoire (recherche d'autres facteurs d'association des mucines 
bronchiques ) ont été obtenues après méthanolyse de 1 léchant i 1 lon en présence 
de 0.5ml de méthanol/HCl 1.5M à 85OC pendant 24h. Le tube est alors séché 
sous courant d'azote dans .un bain-marie à 37OC. 

2) N-acéty 1 at i on et dé-0-ac6t.y 1 at i on 
N- et O-acétylation: les produits sont acétylés par addi- 

tion de O.lm1 d'anhydride acétique et O.lm1 de pyridine. Après 3mn de con- 

tact à température ambiante, les tubes sont séchés sous courant d'azote dans 
un bain-marie à 37OC. 

dé-0-acétylation: les produits sont traités par 0.5ml d'am- 
moniaque à 20% dans le méthanol à 65OC pendant Ih. Les tubes sont séchés 
sous courant d'azote au bain-marie à 37OC. 

3) Triméthylsi lylation 
La silylation des produits est obtenue par addition de 

O.lm1 de Sylon HTP (Supelco Inc .) . Après Ih de contact à température 
ambiante, les tubes sont séchés sous courant d'azote à température ambiante. 
Les produits sont repris par O.lm1 de n-heptane. Après 30mn de contact, on 
injecte 1 à 2p1 de la phase heptanique dans la colonne de chromatographie. 

4) Chromatographie en phase gazeuse 
L'analyse des méthyl-0-glycosides triméthylsilylés est réa- 

lisée par chromatographie en phase gazeuse sur appareil Perkin-Elmer (modèle 
900), équipé d'un détecteur à ionisation de flamme. 



La colonne ( 180x0.3cm) est en verre et contient de 1 'OV-17 
à 3% sur chromosorb W-HP, 80-100 mesh (Supelco) . 

Une programmation de température est mise en oeuvre: la 
température initiale est de 120°C et augmente selon un gradient de 8OC/mn 

jusqu'à la température finale de 240°C. 
Le temps de rétention et 1 'aire de chaque pic sont enregis- 

trés grâce à un intégrateur Hewlett Packard (modèle 5840). 

D/ DOSAGE DE L'ACIDE SIALIOUE 

L'acide sialique est dosé après, hydrolyse de l'échantillon, par 
la méthode d 'Aminoff ( 1961). 

Hydrolyse : Img d'échantillon est traité par 0.5ml d'acide sulfu- 
rique 0.05M à 80°C pendant 30mn dans des tubes bouchés hermétiquement. 

Dosage de 1 'acide sialique : 
- à l'échantillon hydrolysé on ajoute 0.25ml d'acide perio- 

dique 25mM dans l'acide sulfurique 0.1M. Le mélange est placé à 37°C pendant 
30mn. 

- l'excès d'acide periodique est réduit par addition de 
O.hl d'arsénite de sodium (solution à 2% dans l'acide chlorhydrique 0.5M). 
On ajoute ensuite hl d'une solution aqueuse d'acide thiobarbiturique O.IM, 
ajustée à pH 9.0 par la soude. 

- les tubes, bouchés, sont portés au bain-marie bouillant 
pendant 7mn30. Après refroidissement dans la glace fondante, on ajoute 5ml 
de n-butanol contenant 5% d'acide chlorhydrique 12M. Après mélange et cen- 
trifugation, llabsorbance de la phase butanolique est lue à 549nm. 

- l'étalonnage est réalisé à partir des dilutions croissan- 
tes d 'une solution aqueuse d 'acide N-acétylneuraminique à 10OPg/ml, traitées 

- corne les échantillons. 

E/ DOSAGE DES GROUPEMENTS SULFATE 

Les groupements sulfate sont dosés après hydrolyse chlorhydrique 
de 1 'échanti 1 Ion, par la méthode de Spencer ( 1960) au chlorani late de ba- 
ryum. 



Hydrolyse : Img d'échantillon est traité par lm1 d'acide chlorhy- 

drique 1M au bain-marie bouillant pendant 5h. Après évaporation sous azote, 
le résidu est repris dans 0.4ml d'eau distillée. 

Dosage du sulfate : 
- à O.lm1 d'hydrolysat, on ajoute 0.4ml d'éthanol et 0.05ml 

de tampon acétate de sodium 0.5M, pH 4.0 contenant 0.0725mglml de sulfate de 
potassium. Après agitation, on ajoute 0.05ml de tampon acétate de sodium 
0.5M, pH 4.0 contenant 20mglml de chloranilate de baryum. On agite toutes 
les minutes pendant 10mn puis on centrifuge (10mn-30009). 

- 0.2ml de surnageant sont dilués par addition de hl de 
tampon acétate de sodium 0.5M, pH 4.0. La lecture de l'absorbante à 327.5nm 

permet de mesurer la quantité d'acide chloranilique libéré. 
- l'étalonnage est réalisé à partir des dilutions croissan- 

tes d'une solution aqueuse de sulfate de potassium à Imglml , traitées comme 
les échantillons. 

1X.TECHNIQUES D'ANALYSE DE LA FRACTION LIPIDIQUE DU MUCUS BRONCHIQUE 

A/ METHODES D' EXTRACTION DES LIPIDES 

Deux méthodes de délipidation ont été mises en oeuvre selon que 
l'échantillon a analyser était lyophilisé ou en solution. 

1) Délipidation du matériel lyophilisé 
100mg d'échantillon sont hydratés par addition de lm1 d'eau 

distillée. La suspension obtenue est homogénéisée par agitation avec 3.75~11 
d'un mélange chloroforme/méthanol ( 1 :2, v/v) , selon la technique de Bl igh - et 
al. ( 1959). L'émulsion apparaissant à 1 ' interface entre les deux couches est - 
cassée par immersion du tube dans l'azote liquide puis par centrifugation. 

La couche chloroformique est recuei 11 ie, tandis que la cou- 
che méthanolique est réextraite deux fois de suite par addition de 2.51111 de 
chloroforme. Les extraits chloroformiques, contenant les lipides, sont réu- 
nis puis évaporés sous azote, séchés dans un dessicateur et enfin pesés. Le 
résidu obtenu est dissous dans le minimum d 'un mélange chloroforme/méthanol 
(2:1, vlv) en vue de l'analyse lipidique. 



2) Dé1 ipidation -- sur matériel non lyophi 1 isé 
La délipidation a été conduite selon la technique de Nalbo- 

ne et al. ( 1979): 1 'échantillon en solution aqueuse est dilué par addition 
de 2 volumes du mélange éther diéthylique/éthanol ( 1: 3, vlv) et agité pen- 
dant 1h 3 4OC, puis centrifugé à 30009. 

Le culot recueilli est soumis à deux nouvelles extractions, 
chacune pendant 15mn. Le culot final est séché sous azote et solubilisé dans 
le volume nécessaire d'eau distillée pour les investigations ultérieures. 

Les différents extraits sont réunis, gardés une nuit A 4OC, 
et, par centrifugation, i l  est parfois possible d'obtenir un culot qui est 
dissous dans l'eau. 

B/ COMPOSITION LIPIDIOUE 

1) La teneur en phospholipides est estimée par le dosage du phos- 
phore (selon la technique de Kraml ,1966) après oxydation des phosphol ipides 

en présence d'acide perchlorique et de peroxyde d'hydrogène, et en multi- 
pliant la teneur en phosphore par un coefficient égal à 25. 

2) Les glycérides neutres sont mesurés selon la technique dlEggs- 

tein et al. (1966). 

3) Les acides gras libres sont dosés selon la technique de Dun- 

combe ( 1964) . 

4) Le cholestérol libre et les stérides sont dosés selon la tech- 
nique de Roschlau et al. ( 1974). 

5) 1 'étude quantitative des sphingoglycol ipides est réalisée se- 
lon la technique de Saito et al. ( 1971). Les glycolipides, séparés par chro- 
matographie sur couche mince, sont colorés par pulvérisation d'une solution 
d'acétate de cuivre 0.15M dans 1 'acide phosphorique 1.4M (Fewster et al ., 
1969), suivie d'un chauffage à 140 OC pendant 25mn. L'absorbance de chaque 
tache est mesurée à 450nm grâce à un densitomètre Vitatron TLD 100, et com- 
parée à celle de mélanges témoins contenant des quantités connues de mono-, 
di- et trihexosecéramides et de globosides. 



X .  DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE DES MUCINES PAR ULTRACENTRIFUGATION 
ANALYTIOUE . 

La masse moléculaire est déterminée selon la méthode d ' Yphantis ( 1964) 
modifiée par Chervenka (1970). 

Les échantillons (0.8mg) sont dissous dans lm1 soit de tampon TrisIHCl 
0.1M, pH 7.0, soit de chlorhydrate de guanidine 6M, et dialyses contre le 
même tampon pendant 24h à 4OC. 

Les préparations sont centrifugées à la vitesse de 6400 rpm à 20°C dans 
une ul tracentrifugeuse analytique Beckman (modèle E) , équipée d 'une optique 
Schl ieren avec ce1 lules capi 1 laires à double secteur, jusqu'à obtention de 

1 léqui libre de sédimentation (6h). 
Le volume spécifique partiel ( v  = 0.590cm3 /g) utilisé dans le calcul de 

la masse moléculaire, a été préalablement déterminé par pycnométrie a partir 
d 'autres mucines bronchiques ( Degand et al., 1973~). 

XI. PREPARATION DES ECHANTILLONS POUR LA MICROSCOPIE ELECTRONIQUE (*) 

Les échantillons pour la microscopie électronique ont été préparés se- 
lon trois méthodes différentes. 

A/ Méthode d 'ombrage macromoléculaire ( "macromolecular repl ica method") 
selon la technique décrite par Slayter ( 1976; 1983a) . 

La technique consiste a pulvériser l'échantillon en solution 
aqueuse dans un tampon acétate d'ammonium 0.15M, pH 7.0, sur une lamelle de 
mica fraîchement clivée, puis à appliquer successivement une couche métal1 i- 
que (tungstène à raison de 10'~ g/cm2), une couche de carbone et de parlo- 
dion, et enfin à décoller la réplique. Dans certains cas, pour faciliter 
1 'étalement, le tampon contenait 50% de glycérol . 

(*): La microscopie éZectronique a é t é  réal isée dans l e  laboratoire du Doc- 
teur Henry S. SZayter (Dana-Farber Cancer I n s t i t u t e  and Deprtments of Phy- 

siology and Biophysics, Harvard MedicaZ SchooZ, Boston, MA, USAI. Nous l ' e n  

remercions t r è s  vivement. 



B I  Méthode d 'étalement au  cytochrome C 

Cette méthode a été mise en oeuvre pour l a  recherche d'éventuels 
agrégats de mucines. La technique consiste à mélanger une solution de rnuci- 
nes à 5pg/ml avec une solution de cytochrome C à 2OPg/ml, e t  à laisser d i f -  

fuser une goutte de ce mélange sur une gr i l le  couverte de carbone, puis, 
après séchage, à pulvériser du platine, selon l a  technique précédemment dé- 
cri te (Lamblin et  a1 ., 1979). 

C l  Méthode du contraste négatif (coloration négative) 
Les structures examinées par l a  méthode d'ombrage métallique o n t  

également été préparées selon l a  méthode d u  contraste négatif. La technique 
consiste à enrober les préparations par un t rès mince film d'un sel de métal 
lourd (acétate d'uranyle à 1%),  ce qui donne u n  fond sombre sur lequel les 
molécules apparaissent en clair .  

Si cette technique paraît adaptée pour visualiser les grands a-  
grégats compacts, par contre i l  est peu probable qu'elle puisse permettre de 
voir des structures filamenteuses comme les mucines. Par ailleurs, i l  faut 
savoir, que, en raison de leur assez bonne visibilité dans les milieux de 
contraste négatif, de faibles quantités d'impuretés compactes e t  de grande 
ta i l le  o n t  é té ,  par le passé, parfois prises à tort  pour les structures 
principales de 1 'échantillon. 
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