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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-d-vis des agressions les plus variées dont celui-ci
peut &tre 1'objet. Cette secrétion, ou mucus bronchique, en s'étalant en un
mince film liquide & la surface de 1'épithélium du tractus respiratoire,
réalise une véritable barriére entre le milieu ambiant et les tissus sous-
jacents; ce film constitue ainsi une protection efficace contre la dessica-
tion de la muqueuse; il constitue aussi le support dans lequel toute parti-
cule inhalée (poussiére ou micro-organisme) est emprisonnée puis éliminée
par le processus de 1'épuration muco-ciliaire (Meyer et al.,1980; Mossberg,
1980; Puchelle et al.,1980b). Le mucus en effet, grdce & ses propriétés
visco-élastiques particuliéres (King,1980a,1980b; Richardson,1980) et sous
1'action constante de la ciliature trachéo-bronchique (Blake et al.,1980),
remonte progressivement les voies respiratoires jusqu'au pharynx oi il est
normalement dégluti.

Le mucus trachéo-bronchique est un milieu bidlogique trés hété-
rogéne constitué, dans les conditions physiologiques, d'environ 95% d'eau et
de 5% de matiéres 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 é&laborées en partie par les cellules caliciformes
ou cellules & mucus ("goblet cells") qui, avec les cellules ciliées & garni-
ture vibratile, constituent 1'épithélium de surface (Fig. 1). Mais ce sont
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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 al.,1981). Ces formations glan-
dulaires sont avec les cellules caliciformes responsables en particulier de
la synthése de glycoprotéines de haut poids moléculaire et tré&s 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):

- il 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 grdce & leurs propriétés tensio-actives un r8le essentiel
dans ['expansion du tissu pulmonaire et dans le maintien de 1la capacité
résiduelle fonctionnelle;

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

- des éléments figurés variés viennent éga-‘
lement s'incorporer normalement a ces secrétions : ce sont par exemple des
cellules desquamées du revétement 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 il apparait, sous forme soluble ou
sous forme de fibres (Blirgi,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 superficielle visqueuse, véritable
tapis muqueux qui en microscopie apparait constitué d'un réseau fibrillaire
plus ou moins dense (Blrgi,1965a,1965b), et une couche profonde fluide dans
laquelle battent les é&léments vibratiles de 1'épithélium (Fig. 1). C'est
sous l'action constante de la ciliature bronchique, et grdce aux propriétés




intrinséques d'élasticité et de viscosité de ce réseau fibrillaire, que le
mucus se déplace vers les voies aériennes supérieures assurant ainsi 1'épu-
ration broncho-pulmonaire.

Le volume des secrétions produites & 1'é&tat normal par le tractus
respiratoire est mal connu et diversement apprécié selon les auteurs (Clarke
et al.,1980). L'estimation de 100 ml/24h faite par Policard et al. (1945)
semble devoir &tre retenue comme une valeur moyenne.

Le mécanisme de la secrétion du mucus bronchique et sa
régulation restent encore a élucider (Adler et al.,1981). La participation
de neuromédiateurs et de récepteurs spécifiques est cependant bien établie,
comme 1'est l'action stimulante des agents sympathicomimétiques (Nadel et
al.,1980b; Peatfield 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 al.,1982a) ou encore le lavage broncho-alvéo-
laire réalisé sous fibroscopie en zone macroscopiquement saine (Lafitte et
al.,1977) que de petites quantités de mucus normal ont pu &tre 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, Williams et al. (1982) ont réussi par bronchofibrosco-

pie & 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 PGF2«) ou de simples irritants (acide citrique) a permis dans
certains cas de produire une expectoration (Lopez-Vidriero et al.,1977,
1978c), mais le caractére normal de celle-ci est difficile & affirmer; ces
substances peuvent en effet entrainer une modification plus ou moins profon-
de de la secrétion bronchique (Boat et al.,1978) et 1'hypothése d'une conta-
mination possible par des secrétions nasopharyngées et salivaires ne peut
8tre complétement écartée (Mitchell-Heggs, 1977).



Les mucines bronchiques représentent dans les secrétions normales

ou pathologiques le principal constituant macromoléculaire. Ces glycoproté-

ines de trés haut poids moléculaire, élaborées par le tractus respiratoire,
sont pour une large part responsables de 1'aptitude des secrétions bronchi-
ques & 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-d-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
11 S (Puchelle et al.,1973; Harbitz et al.,1980; Hayem et al.,1980a; Kotlar
et al.,1980; Stockley et al.,1980a), lipides (Sahu et al.,1978b; Galabert et
al.,1981), acides nucléiques (Picot et al.,1978), ou encore peut-&tre des
composants de faible poids moléculaire comme les polypeptides riches en pro-
line ("PRP") (Bailleul et al.,1977). De cette éventuelle altération de la
structure des mucines, il peut résulter une modification de la fonction de
transport muco-ciliaire, exposant ainsi @ 1'encombrement de 1'arbre respi-
ratoire. Cette circonstance est fréquemment observée dans les bronchopathies
chroniques.

La fréquence de ces affections, leur gravité et leur caractére
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 particuliérement de la structure et de
1'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 rfle précis que ces substances jouent
dans la physiologie bronchique, de mieux comprendre aussi les mécanismes
pathogéniques qui président & l'installation et & 1'évolution des broncho-
pathies chroniques, et de mieux définir enfin les orientations thérapeuti-
ques adaptées a chaque maladie.



Avant d'exposer la contribution expérimentale que nous apportons
pour une meilleure connaissance de ces mucines, il nous a semblé important
de présenter une revue générale des conceptions actuelles sur la structure
et 1'organisation moléculaire non seulement des mucines bronchiques, mais
aussi des mucines rencontrées dans d'autres secrétions externes de l'orga-
nisme telles que la salive, le mucus gastrique ou le mucus cervical. Les
acquisitions ou les hypothéses qui ont été faites a& 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 matiére de mucines bronchiques.
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La production de mucus n'est pas l'apanage du seul tractus respi-
ratoire : d'autres organes, parmi lesquels les glandes salivaires, 1'estomac
1'intestin ou le col utérin par exemple, possédent aussi les é&léments secré-
toires qui leur permettent d'assurer une telle secrétion.

Bien que jouant des rfles spécifiques propres & chaque localisa-
tion, ces divers mucus assurent une fonction commune de protection et de
lubrification des muqueuses sous-jacentes, et cette communauté fonctionnelle
se refléte 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 é&té l'objet d'explorations biochimiques
poussées. Ces recherches ont montré que, d'une facon 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 l'architecture macromoléculaire des mucines, dont la connaissance
est indispensable pour comprendre la physioclogie et la pathologie du mucus,
reste en conséquence une préoccupation importante & l'heure actuelle.




I. Caractéristiques

chimiques générales

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

La partie protéique, représentant 10 @ 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 a fait
caractéristique (Tableau 1I). Les hydroxyaminoacides (sérine et thréonine)
représentent 40 & 50% de l'ensemble des acides aminés, et constituent avec
la proline, la glycine et l'alanine les trois quarts de 1'édifice protéique
(Roberts,1978a; Roussel et al.,1978; Carlstedt et al.,1983b). La teneur en
acides aminés & caractére hydrophobe, basique ou aromatique est faible
(Forstner, 1978). La proportion de résidus cystéine est généralement infé-
rieure & 2% (Roussel et al., 1978); elle peut méme &tre nulle dans le cas
des mucines sous-maxillaires de Mouton (Hill et al.,1977a).

La fraction glycannique constitue 70 & 85% de la masse
moléculaire des mucines : elle en représente donc la fraction majeure. Elle
est formée d'un nombre élevé de chaines oligosaccharidiques, linéaires ou

ramifiées, branchées par liaisons covalentes sur 1l'axe polypeptidique, & la
maniére des poils hérissés d'un goupillon de laboratoire.

Ces chaines oligosaccharidiques sont consti-
tuées de L-fucose, D-galactose, N-acétyl-D-glucosamine et de N-acétyl-D-ga-
lactosamine, ainsi que d'acides sialiques (essentiellement acide N-acétyl-
neuraminique, parfois acide N-glycollylneuraminique) (Fig. 2). En régle gé-
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ACIDES AMINES umoles / g nombre de résidus
pour 100 résidus

Asp 48 3.2
Thr 403 26.6
Ser 239 15.8
Glu 71 4.7
Pro 158 10.4
Gly 125 8.2
Ala 156 10.3
Val 63 4.2

YsCys 9 0.6
Met traces
Ile 37 2 4
Leu 68 4.5
Tyr 10 0.7
Phe 16 1.1
Lys 37 4
His 38 2.5
Arg 39 2.6

Tableau I Composition-type en acides aminés d'uné mucine bronchique

humaine. (mucine & caractére neutre isolée chez un patient atteint

de bronchite chronique; d'aprés Lamblin G. et Coll., 1979)
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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 Chévre 1'existence de
D-glucose et de D-mannose. Les chaines 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, illustrant la
composition chimique obtenue par l'analyse de mucines humaines d'origine
bronchique, salivaire, gastrique, intestinale, colique et cervicale, souli-
gne la parenté moléculaire que présentent ces substances.

Par traitement des mucines en milieu alcalin
en présence de borohydrure de sodium, il a été possible d'établir que la
liaison glycanne - protéine est du type 0-glycosidique (GalNAc=sSer/Thr),
s'établissant entre un résidu de N-acétyl-D-galactosamine et un résidu hy-
droxyaminoacide sérine ou thréonine (Fig. 3) (Ginsburg et al.,1969; Havez et
al.,1969; Bella et al.,1972; Kornfeld et al.,1976). En effet, sous l'action
de ce traitement, les liaisons qui répondent a cette structure sont rompues
dans une réaction de g-élimination au cours de laquelle les résidus N-acé-
tyl-D-galactosamine engagés dans la liaison sont réduits, donnant 1'alcool
correspondant : le N-acétylgalactosaminitol.

La liaison N-acétylgalactosaminyl-sérine (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 0O-glycosidique et son alcali-labilité, ce
type de liaison est & rapprocher de celui que l'on peut observer dans les
protéoglycannes (chondroitine-sulfates, dermatane-sulfate, héparine), dans
lesquels cependant 1'ose engagé dans la liaison glycanne - protéine est le
xylose: Xyl-»Ser (Lindahl et al.,1972), (Fig. 4A). Par contre, les liaisons
rencontrées dans les collagénes (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
(Galem-Hyl), et sont de plus alcali-stables (Fig. 4B). Tout autre enfin est
la liaison N-acétylglucosaminyl-asparagine (GlcNAc=sAsn) s'établissant en-
tre un résidu de N-acétylglucosamine et 1'azote amidé d'un résidu d'aspara-
gine sur 1'axe polypeptidique (Fig. 4C). Cette liaison de type N-glycosidi-
que est trés répandue : elle est commune, d& quelques exceptions prés, é tou-
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Figure 3 : Lijaisons 0-Glycosidiques observées dans les mucines
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tes les N-glycosyl-protéines telles que par exemple l' «l-glycoprotéine aci-
de humaine (Schwarzmann et al.,1974), l'ovomucoide de Poule (Fournet et al.,
1974) ou la transferrine humaine (Spik et al.,1975).

Dans les mucines, la proportion de résidus
hydroxyaminoacides engagés dans les liaisons glycanne - protéine est élevée,
comme 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 al.,1975) : sur 100 résidus d'acides aminés, 12 rési-
dus de sérine et 16 résidus de thréonine au moins sont détruits dans ces
conditions. Bien qu'un certain nombre de liaisons glycanne-protéines résis-
tent au traitement alcalin, il 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 al.(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
suggéré 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 & la réaction de B8-
élimination normalement observée en présence de borohydrure de sodium. Cette
grande densité d'implantation des chaines glycanniques dans les mucines,
dont 1'axe polypeptidique est ainsi rendu d'accés difficile, a pour consé-
quence de rendre cet axe particuliérement résistant a 1'attaque protéolyti-
que (Variyam et al.,1983).

L'une des caractéristiques essentielles de la
copule glucidique des mucines est la grande hétérogénéité que l'on peut ob-
server dans la longueur des chaines oligosaccharidiques (cette longueur

peut, selon l'origine du mucus et 1'espéce 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 al.,1976; Aminoff et al.,
1979; Hounsell et al.,1980; Van Halbeek et al.,1981). A partir de mucines
bronchiques humaines, isolées chez des patients atteints de bronchite chro-
nique, Lamblin et al. (1980) ont caractérisé 5 oligosaccharides neutres
courts (di- et trisaccharides). La complexité des chaines glycanniques peut
étre beaucoup plus importante, comme le témoignent les structures pr@@béées
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dans le cas de mucines gastriques (Slomiany et al.,1972; QOates et al.,1974;
Schrager et al.,1974), ou de mucines de kystes ovariens (Lloyd et al.,1968)
(Fig. 5). Cette grande variabilité de la longueur des chaines glycanniques
dans les mucines peut naturellement &tre le reflet de 1'expression de l'ac-
tivité plus ou moins intense de différentes glycosyltransférases lors de la
biosynthése de ces molécules, mais elle peut &tre aussi la conséquence dans
une certaine mesure de 1'action hydrolytique de glycosidases variées, peut-
8tre d'origine bactérienne, sur les mucines au sein des mucus. Dans certains
cas, les extrémités non réductrices de certaines chaines oligosaccharidiques
présentent des structures glycanniques qui sont génétiquement déterminées
(Roussel et al.,1978; Boat et al.,1980; Hounsell et al.,1982), comme par
exemple les antigénes ABO(H) des substances de groupe sanguin, les antigénes
Lewis a et b (Kabat,1973; Watkins,1980), les antigénes I et i (Feizi et al.,
1971; Hounsell et al.,1980; Wood et al.,1980), ou encore 1'antigéne SSEA-1,
antigéne 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'antigéne Forssman.
Une autre source importante d'hétérogénéité
/Hes chaines glycanniques de mucines est représentée par leur degré d'acidité
 trés variable (Lamblin et al.,1977a; Forstner,1978). En effet, de facon plus
ou moins arbitraire, les mucines sont c¢lassées en trois catégories : les
unes sont relativement pauvres en résidus acides et sont appelées "mucines
neutres", d'autres sont plus riches en acides sialiques qu'en éulfate, les
derniéres enfin sont plus riches en sulfate qu'en acides sialiques. Il est
intéressant de noter que dans les mucines provenant du méme individu et de
la méme secrétion muquehse, il coexiste des chaines & caractére neutre et
des chaines & caract@re 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 caractére acide de ces chaines glycanniques et
leur longueur moyenne (Lamblin et al.,1979) : les mucines riches en acides
sialiques possédent les chaines glycanniques les plus courtes, de l'ordre de
5 3 6, tandis que les mucines sulfatées ou les mucines neutres ont des chafi-
nes glycanniques en moyenne plus longues. Les groupes sulfate et acide sia-
lique, fortement ionisés, conférent 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 chaines glycanniques voisi-
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nes, ils jouent un rdle important dans l'expansion de la structure tertiaire
et donc dans la viscosité des mucines (Allen, 1978).

La masse moléculaire des mucines est trés élevée, mais elle n'est
pas connue de fagon précise. Cette carence est liée & un certain nombre de
difficultés :

1) tout d'abord 3 la taille méme de ces molécules : les
mucines sont des macromolécules qui, a 1'état natif, se présentent sous for-
me agrégée, donnant des solutions visqueuses et possédant une masse évaluée
d 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 1iés aux mucines proprement dites, mais
dans le méme temps il doit rester suffisamment doux pour ne pas fragmenter
la mucine elle-méme;

3) une autre source d'incertitude sur la masse molécu-
laire de ces macromolécules réside dans 1'hétérogénéité intrinséque déja
signalée de la copule glucidique dont le nombre et la longueur des chajnes
glycanniques varie d'une mucine 4 1'autre. ,

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

Il faut enfin remarquer que sous 1'action d'agents mucolytiques
tels que les agents réducteurs (2-mercaptoéthanol ou dithiothréitol), il est
observé une diminution considérable de la taille des mucines natives. Ce
phénoméne traduit la dégradation partielle de 1'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 QQiJ§§

»
hal N
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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 mucines bronchiques
(Degand et al.,1973c; Creeth et al.,1977; Lamblin et al.,1979), les mucines
gastriques (Snary et al.,1970; Scawen et al.,1977) ou les mucines cervicales
(Gelman et al.,1976). Dans certaines conditions, la diminution de taille mo-
léculaire aprés réduction est encore plus spectaculaire : c'est ainsi qu'une
mucine gastrique de Porc de masse moléculaire égale & 250 000 (Starkey et

al.,1974) ou une mucine bronchique de masse égale & 180 000 (Whitney et
al.,1978) ont pu étre isolées.



Il. Organisation moléculaire

des mucines

de diverses origines
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A/ LES MUCINES DIGESTIVES

Le tractus digestif est tapissé de la bouche au rectum par une
secrétion riche en mucines. Les éléments 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 l'étage considéré, une protection efficace de 1la 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 trés actifs dans
la lumiére de 1'organe. La menace est sans aucun doute la plus importante
dans 1'estomac ol 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 /1. Williams et al. (1980) et Pfeiffer (1981) ont montré le rdle protec-
teur que jouent les mucines gastriques en s'opposant a 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 é&té montré que le mucus
constitue une barriére importante & la diffusion des produits alimentaires
vers les sites spécifiques intestinaux d'absorption, de transport et de di-
gestion.

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

Les principaux travaux sur les mucines digestives ont é&té consa-
crés & l'étude des mucines gastriques, intestinales et coliques. De 1l'ensem-
ble important des résultats enregistrés au cours de ces travaux, il apparait
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que ces mucines manifestent les caractéres physiques et chimiques communs a
toutes les mucines, caractéres déja évoqués précédemment. Elles manifestent
aussi certaines particularités, en particulier 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 salivaires.

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

De trés nombreuses études ont été réalisées sur les mucines sali-
vaires dans différentes espéces animales, parmi lesquelles :
- 1'Homme : Oemrawsingh 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. (1977a,1977b), 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);
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- la Chévre : Dutta et al. (1982);

- le Boeuf : Tettamanti et al. (1968), Pigman et al.
(1973); '

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

Chez 1'Homme et le Singe, ces é&tudes ont &té menées sur la salive
extraparotidienne; dans les autres espéces, le matériel utilisé était cons-
titué des homogénats de glandes sous-maxillaires.

Les méthodes mises en oeuvre pour 1'isolement et la purification
des mucines salivaires ont également été trés variées :

- chauffage & 100 °C, extraction par le chloroforme et
filtration sur Biogel P-300 {Oemrawsingh et al.,1974);

- chauffage & 100°C puis filtration sur Sephacryl S-200
(Malinowski et al.,1981).

- filtration sur Sephadex G-200, réduction, filtration
sur Sepharose CL-2B en urée 6M, puis échange ionique sur (M52-Cellulose en
urée 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 al.,1968);

L'examen des résultats d'analyse chimique des substances isolées
montre d'une fagon 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 méme 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-
ceptionnellement élevée (Malinowski et al.,1981). Cette particularité pour-
~ rait, selon ces auteurs, jouer un rd8le physiologique dans les propriétés
tampon des secrétions salivaires chez le Rat.

Contrastant avec la relative stabilité de composition du squelette
peptidique, les chalnes oligosaccharidiques, qui apparaissent toujours bran-
chées par des liaisons O0-glycosidiques sur des résidus de sérine ou de
thréonine, manifestent selon les espéces 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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mol/100mol
Asp 4.9 2.5 1.69 2.1 2.4 7.27
Thr 20.9 22.2 14.11 15. 3 14.0 9.84
Ser 16.2 15.6 18.55 20. 1 11.0 13.28
Glu 6.9 6.9 5.25 7.5 5.4 6.60
Pro 23.7 5.9 10.61 11.1 9.5 8.64
Gly 1.4 16.7 19.31 17.7 25.5 5.30
Ala 14.4 8.5 13.94 12. 2 11.3 5.90
1/,Cys 0.10 0.35 - - 1.2 -
val 3.1 7.0 6.78 6.7 4.9 2.19
Met 0.11 0.12 - 0.09 0.2 0.33
Ile 1.5 3.0 1.14 1.6 0.9 1.97
Leu 2.8 3.7 3.36 3.7 3.8 2.24
Tyr 0.14 0.35 - - 0.6 0.82
Phe 0.86 0.94 1.08 0. 44 2.2 0.82
Lys 1.4 1.9 0.36 0.56 1.0 24 .87
His 0.87 1.6 0.31 0.15 1.2 8.34
Arg 0.69 2.7 3.52 4, 3 5.0 1.59
Protéines to-
tales (g/100g) | ‘oum -y Sl 300 o
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mol/100mol AA MOLAIRES
Fuc 20.9 21.6 2.3 17.9 1.00
Gal 32.1 28.3 2.4 22.6 2.70
GaTNAc 27.4 22.7 31.2 22.9 18.8 1.00
G1cNAc 15.7 26.7 11.4 15.5 2,70
NANA 10.2 15.3 26.8 29.6 7.4 1.00
Glc 0 67
Man 2.8 ND 0 50
Sucres totaux :
(g/100qg) 69.6 67.6 62.8 63.6 61.3
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Tableau III : Composition chimique de quelques mucines salivaires
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e Figure 7 : Exemples de structures oligosaccharidiques dans

quelques mucines salivaires.
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Tabak et al. (1982).

Les oses constitutifs de ces chalnes glycanniques sont en général
représentés par du L-fucose, du D-galactose, de 1la N-acétyl-D-glucosamine,
de la N-acétyl-D-galactosamine et de 1'acide sialique. Il est & remarquer
cependant que Dutta et al. (1982) ont isolé & partir des mucines sous-maxil-
laires de la Chévre 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 al.,1979),
est constituée par un résidu de N-acétyl-D-galactosamine; cette osamine peut
8tre liée & un acide sialique par liaison o(2-m6) comme dans les mucines
sous-maxillaires du Boeuf et du Mouton (Bertolini et al.,1970; Gottschalk et
al.,1972) ou encore du Tatou (Wu et al.,1979).

Les structures plus complexes comportent presque toutes le\noyau
de base galactose g(1=»3) N-acétyl-D-galactosamine=sSer/thr. Chez le Porc,
la complexité des chaines glycanniques est trés variable, allant 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
1'acide sialique dans la chalne 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 1ié par liaison «(2=-6) au résidu de N-acétyl-D-galac-
tosamine lui-mé&me 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 o(2-m6)
au résidu de galactose. Un terme provisoire a &té apporté 3 cette controver-
se par Van Halbeek et al. (1981) qui, & partir de données tirées de la spec-
troscopie RMN du proton & 360 MHz et confrontées aux résultats de méthyla-
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 chaines
glycanniques constituent pour les mucines salivaires une source importante
de microhétérogénéité. Celle-ci peut, selon Tabak et al. (1982), &tre le re-
flet de la présence de chaines incomplétes correspondant & autant d'étapes
intermédiaires dans la biosynthése des chaines glycanniques; elle peut éga-

g
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lement résulter d'une dégradation plus ou moins importante de ces chaines
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 al. (1979), utilisant des sondes fluorescentes, ont
montré 1'existence dans les mucines sous-maxillaires de Mouton de régions
hydrophobes nettement individualisées; jointe au fait que dans quelques mu-
cines d'autres origines (Scawen et al.,1977; Feldhoff et al.,1979), il a été
établi qu'il existait des zones glycosylées et des zones non glycosylées,
ces derniéres riches en acides aminés soufrés et hydrophobes, cette observa-
tion apporte un argument solide a 1'hypothése que les mucines sous-maxillai-
res seraient également au moins chez le Mouton, constituées de deux types de
domaines structuraux, 1'un glycosylé et 1'autre non glycosylé. La distribu-
tion de ces deux types de régions dans la mucine n'est pas connue. Selon
Hill et al. (1977b), dans les mucines sous-maxillaires de Mouton, ces zones
seraient réparties au hasard le long de l'axe peptidique avec les hydroxy-
aminoacides, points de branchements des chaines glycanniques, apparaissant
en groupes de 3 & 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 a 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, il
y a des variations considérables qui, dans une certaine mesure, apparaissent
liées & la concentration protéique et & 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; & plus faible force ionique, la masse moléculaire a
&té estimée 3 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 & 155 000 dans du
NaCl 2M; ces mémes auteurs ont observé que dans le NaCl 0.5M, les masses mo-
léculaires de l'asialomucine obtenue par action de 1la neuraminidase sur la
mucine native, et celle de 1l'apomucine résultant de 1l'action de ['a-N-acé-
tylgalactosaminidase sur l'asialomucine, étaient respectivement de 224 000
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et 58 300. En utilisant les résultats de composition chimique et en prenant
comme masse moléculaire cette valeur de 58 300, il apparait que 1'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 0-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 1la mucine
sous-maxillaire serait de 154 150, valeur trés 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, Hill et al. (1977a) ont
émis 1'hypothése que chez le Mouton, les mucines sous-maxillaires pouvaient
se présenter soit sous forme de monoméres 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 électrophorése dans un gel de polyacrylamide 3 a
7,5%, mais que les mucines directement extraites des glandes restaient au
dépdt en raison probablement de leur taille trop élevée, Tettamanti et al.
(1968) ont émis l'hypothése que lors du phénoméne de secrétion salivaire, il
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 & 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 rfle des liaisons covalentes du type ponts disulfure
reste trés controversé. Il 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 al.,1968), le Porc (De Salegui et al.,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-
phol et al., 1982), le Singe (Herzberg et al.,1979), le Chien (Lombart et
al.,1972) et la Souris (Roukema et al.,1976). Observant que la réduction-
alkylation des mucines salivaires entraine chez le Singe 1'apparition de
composants de plus faible masse moléculaire, Herzberg et al. (1979) ont es-
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timé que des liaisons disulfure entre sous-unités pouvaient expliquer, en
partie du moins, la stabilisation de 1'édifice macromoléculaire dans la mu-
cine native.

Les agents habituels de dissociation des liaisons non
covalentes utilisés par Hill et al. (1977a), tels que l'urée 8M, le chlorhy-
drate de guanidine 7M ou le SDS & 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 rdle important. Hill 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 libres des mucines, entraine
la libération de peptides contaminants, traduisant probablement une diminu-
tion des interactions électrostatiques entre les fonctions e-aminées portées
par des résidus de lysine et des fonctions B- ou +y=-carboxyliques libres
appartenant aux mucines sous-maxillaires (Tabak et al.,1982). Prakobphol et
al. (1982) ont également mis en évidence des interactions ioniques entre les
mucines et des peptides contaminants de plus faible masse moléculaire.

Tabak et al. (1982) ont insisté sur le rdéle possible que
pourraient jouer les ions calcium: ceux-ci peuvent en effet participer a4 la
formation de complexes ioniques entre des résidus d'acide sialique ou des
résidus de sulfate appartenant & 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, & force ionique constante (NaCl 0.5M), les mucines natives
se présentent comme des tétraméres, les asialomucines comme des dimeéres et
les apomucines comme des monoméres; en outre, ces auteurs ont estimé que
dans des conditions d'isolement différentes il est possible d'envisager
1'obtention d'oligoméres encore plus volumineux. Ces observations montrent
clairement 1'importance du degré de glycosylation de la chalne polypeptidi-
que dans la tendance de la mucine & se polymériser, et peut &tre une expli-
cation, au moins partielle, des nombreuses divergences enregistrées dans la
détermination de la masse moléculaire des mucines.

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



res. Du fait de la distribution particuliére de ces acides aminés le long de
1'axe polypeptidique, ces liaisons hydrophobes pourraient s'établir de fagon
préférentielle entre les zones non glycosylées des mucines. Par contre Clamp
et al. (1978) ont estimé que, en raison de la forte densité des chaines gly-
canniques & ce niveau, il est probable que dans les zones glycosylées des
mucines, l'axe polypeptidique offre 1'aspect d'une chaine enroulée au hasard
("random coil"), avec des structures secondaire et tertiaire laches, donc
flexibles.

2) Organisation moléculaire des mucines gastriques.

Le gel muqueux obtenu par raclage de la muqueuse gastrique est de
nature hétérogéne, comportant principalement (60%, p/p) 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'Homme, ol des difficultés de recueil de matériel suffisant se posent, des
travaux similaires ont pu cependant &tre faits sur du mucus recueilli par
aspiration gastrique ou par rdiclage de la muqueuse de piéces de gastrectomie
(Schrager, 1969; Schrager et al.,1974; Pearson et al.,1980). Slomiany et al.
(1983) ont étudié les mucines isolées directement & 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 & former un gel étaient liées d 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 al.,1972; Allen,1978). La
solubilisation du mucus, se traduisant physiquement par4une diminution im-
portante de la viscosité aboutissant a la perte de la structure en gel, peut
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8tre obtenue soit par protéolyse (action de la trypsine, de la pepsine, de
la pronase ou de la papaine), soit par réduction au moyen d'agents & 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) & proposer pour les
mucines gastriques natives de Porc une structure polymérique constituée de
quatre sous-unités identiques (ou tout au moins trés apparentées), de masse
unitaire 500 000, et reliées entre elles par des ponts disulfure. Ultérieu-
rement, des travaux similaires ont conduit Pearson et al. (1980) & formuler
les mémes hypothéses sur la structure polymérique des mucines gastriques hu-
maines, et selon ces auteurs, cette polymérisation des mucines, qui favorise
la formation d'un gel & la surface de la muqueuse gastrique, joue un réle
physiologique capital dans la protection de 1'organe contre le phénoméne
d'autodigestion. Le gel muqueux constituerait en effet un frein & la diffu-
sion des protons, ce qui, combiné & l'action neutralisante de 1la secrétion
pariétale d'ions bicarbonates (Allen et al.,1980), contribuerait & dresser
une barriére au devant de 1l'agression que représente le suc gastrique. Le
tapis muqueux, polymérisé & 1'état natif, pourrait cependant é&tre l'objet
d'une certaine attaque protéolytique par la pepsine du suc gastrique, ce qui
conduirait & la solubilisation et a la dégradation de la structure tétramé-
rique des mucines en ses sous-unités. Ce phénoméne serait bien entendu nor-
malement compensé par la secrétion par la muqueuse d'une quantité de mucines
natives intactes égale & la quantité dégradée. Il y a en faveur de la réali-
té de cette dégradation partielle des mucines gastrigques 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 al., 1980).

L'analyse chimique des mucines gastriques de Poré solubilisées et
purifiées par centrifugation & 1'équilibre en gradient de densité de chloru-
re de césium, puis soumises a l'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
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teneur globale en acides aminés d'environ 3% (p/p), ce qui correspond & une
réduction de 18 & 25% de la partie protéique de 1la molécule; ce traitement
n'entraine par contre aucune perte de la fraction glycannique. En outre,
1'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 l'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) & proposer que
la mucine gastrique de Porc était constituée de deux régions distinctes :

a) une région majeure (représentant au moins 75% de 1'é-
difice), glycosylée, résistante & 1'attaque protéolytique et particuliére-
ment riche en sérine et thréonine, sites d'implantation des chaines glycan-
niques sur l'axe polypeptidique;

b) une région non glycosylée, sensible & la protéolyse,
plus riche en acides aminés dicarboxyliques et en cystéine.

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

Une telle organisation moléculaire en deux zones glycosylée et non
glycosylée avait déja été proposée antérieurement pour expliquer l'action de
la papaine sur les glycoprotéines entrant dans la structure des substances &
activité de groupe sanguin (Dunstone et al.,1965; Kristiansen et al.,1968),
ou celle de la pronase sur les glycoprotéines de type mucine isolées & par-
tir des liquides de kyste ovarien (Pusztai et al.,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 mémes acides aminés N-terminaux : phénylalani-
ne, valine et isoleucine; ceci les a conduit & suggérer que la région non
glycosylée sensible d& la protéolyse se trouverait & 1'extrémité C-terminale
de la chaine polypeptidique (Scawen et al., 1977).

Remarquant d'une part que les mucines gastriques natives d'origine
porcine (Scawen et al.,1977) ou humaine (Pearson et al.,1980) pouvaient &tre
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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 d'Allen 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 & l'action des enzymes
protéolytiques.

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

Cependant des travaux récents par Pearson, Allen et Parry (1981)
sur 1'étude des mucines gastriques du Porc et de l'Homme aprés traitement
par les agents réducteurs et/ou protéolytiques, ont amené leurs auteurs &
remanier trés sensiblement les hypothéses précédemment émises sur le mode
d'association des sous-unités de mucines au sein de la macromolécule native.
Les expériences chez le Porc ont &té réalisées sur une fraction de mucines
polyméres préparées d partir de mucus gastrique solubilisé en chlorure de
sodium 0,2 M, puis purifiées en deux étapes : chromatographie de gel filtra-
tion sur Sepharose 4B puis, sur la fraction exclue du gel, centrifugation &
1'équilibre dans un gradient de densité de chlorure de césium (Fig. 9). Les
mucines natives ainsi obtenues ont servi de matériel de départ & un certain
nombre d'expériences qui ont amené a faire les observations suivantes :

a) les mucines ainsi préparées ne migrent pas & 1'élec-
trophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS, ce qui témoigne de
1'absence de toute contamination par d'autres protéines qui leur seraient
liées par liaisons non covalentes;

b) elles libérent par contre par électrophorése 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 a 70 000.. C'est
donc la seule action réductrice du 2-mercaptoéthanol qui permet la libéra-
tion de ce fragment protéique puisque l'électrophorése en présence de SDS
sans agent réducteur demeure sans effet sur .les mucines natives;
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MUQUEUSE GASTRIQUE
‘ grattage

MUCUS GASTRIQUE

solubilisation en NaCl 0.2M
centrifugation

Y

MUCUS INSOLUBLE MUCUS SOLUBLE
débris cellulaires

I gel filtration (Sepharose 4B)

v Y

FRACTION GLYCOPROTEIQUE EXCLUE FRACTION RETENUE

centrifugation en
gradient de CsCl

MUCINES GASTRIQUES NATIVES

| (polymérisées)
SDS-PAGE Zé CENTRIFUGATION EN
(avec ou sans GRADIENT DE CsC1
mercaptoéthanol) (avec ou sans mercaptoéthanol)
GEL FILTRATION PROTEOLYSE (papaine)
Sepharose 2B
{avec ou sans mercaptoéthancl) GEL FILTRATION

Sepharose 2B
(avec ou sans mercaptoéthanol)

Figure 9. : Protocole expérimental d'étude des mucines gastriques de porc

(d'aprés Pearson et al.,1981)
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c¢) le fractionnement des mucines natives sur Sepharose
2B donne un pic de glycoprotéines totalement exclues du gel; cependant apres
réduction par le 2-mercaptoéthancl 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, il apparalit en outre dans les frac-
tions fortement retenues par la colonne une quantité non négligeable de sub-
stances absorbant & 280 nm mais non colorées par le réactif PAS. L'examen de
ce matériel & 1'électrophorése 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 méme recul en Sepharose 2B peut é&tre obtenu par
filtration des mucines digérées par la papaine, mais dans ce cas la propor-
tion de protéines de masse moléculaire 70 000 est réduite, et il apparait
en outre de nouvelles bandes protéiques de plus faible masse moléculaire (10
a 12 000);

e) la protéine de masse moléculaire 70 000 a é&té isolée
d partir des mucines natives grdce a une deuxiéme centrifugation a 1'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 particuliére en glycine, acide glutamique et acide
aspartique; présence de cystéine en quantité appréciable; absence de galac-
tosamine ou de glucosamine. Il est & 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 antisérums utilisés : sérum anti-piéce secrétoire
humaine, sérum anti-IgA humaine, sérum anti-immunoglobulines humaines, sérum
anti-albumine humaine ou bovine. Cependant il n'est pas & exclure que 1'ab-
sence de réactivité immunologique manifestée par cette protéine de masse mo-
léculaire 70 000, isolée & partir des mucines gastridues de Porc, ne soit
lie, en partie du moins, au fait que les antisérums utilisés é&taient diri-
gés contre des protéines d'origine non porcine. o

(o0
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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 polymére (2 000 000 x 3.5/100 = 70 000), 1l'interprétation
suivante a été proposée par Pearson et al. (1981): cette protéine aurait un
rdle structural central dans la macromolécule; elle serait en effet reliée
par liaisons covalentes disulfure aux quatre sous-unités de la mucine native
polymére. La réduction par le 2-mercaptoéthanol, en scindant ces liaisons
libérerait d'une part les quatre sous-unités dont 1la 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 a la libération des quatre
monoméres, mais la protéine centrale non protégée de l'action protéolytique,
puisque non glycosylée, serait dégradée en petits peptides.

En conséquence, le modele précédemment avancé par Allen et al.
(1976,1978) (Fig. 8) pour illustrer l'organisation macromoléculaire des mu-
cines gastriques, a été remis en cause, en Cce qui concerne tout au moins la
partie centrale de 1'édifice sur laquelle sont fixées par liaisons covalen-
tes les quatre sous-unités du polymére. Un nouveau schéma d'organisation a
donc été proposé (Fig. 10) dans lequel la structure liant par liaisons 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 paralt 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 fagon covalente au reste de 1la molécule, sont constitués
d'esters d'acides gras; la distribution de ces acides gras ne parait pas la
méme tout au long de la molécule: leur proportion est en effet plus élevée
dans les zones résistant & la protéolyse. La présence, au cours de la muco-
viscidose, de quantités anormalement élevées de ces lipides dans les mucines
pourrait ainsi constituer une protection de ces derniéres contre 1'attaque
protéolytique et en conséquence perturber leur métabolisme normal. Cette
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anomalie, jointe & une possible réduction de la solubilité des mucines du
fait de leur richesse en lipides, pourrait, selon Slomiany et al. (1983), se
traduire par 1'accumulation 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% (p/p) de mucines, le mucus intestinal apparait
encore plus contaminé que le mucus gastrique : la teneur en protéines y est
de 80% (p/p) et celle des acides nucléiques de 5% (p/p) (Ferencz et al.,
1980; Allen et al. 1982).

Le mucus intestinal a fait 1'objet de nombreux travaux, tant chez
le Rat (De Luca et al.,1970; Bella et al.,1972; Forstner et al.,1973), que
chez le Porc (Mantle et al., 1981a,1981b; Allen et al.,1982) ou encore chez
1'Homme (Jabbal et al.,1976; Forstner et al.,1978,1979). Des protocoles va-
riés ont été mis en oceuvre qui ont permis d'isoler des fractions riches en
mucines; cependant 1'analyse ultérieure de celles-ci n'a pas toujours pro-
duit des résultats de composition chimique convergents et, dans ces condi-
tions, il n'est donc pas trop surprenant que ces résultats aient parfois
donné lieu & 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, aprés une centrifugation &
36 000g, par chromatographie de gel filtration du surnageant sur Sepharose
4B. En outre, chez 1'Homme, le matériel exclus ainsi recueilli, dénommé "mu-
cin 1", a été soumis soit & 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 & wune 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) & par-
tir du mucus intestinal de Porc ont été préparées par homogénéisation du
produit de raclage de la muqueuse dans NaCl 0.2M et centrifugation & 6 000g
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pour éliminer les débris cellulaires, puis purifiées par deux étapes succes-
sives d'ultracentrifugation a 1'équilibre dans un gradient de chlorure de
césium, suivies par une filtration sur Sepharose 4B. Cette technique d'ul-
tracentrifugation & 1'équilibre en gradient de chlorure de césium avait déja
été utilisée précédemmeht pour l'isolement de diverses mucines telles que
les mucines bronchiques (Creeth et al.,1977,1978), les mucines du liquide de
kyste ovarien (Creeth,1978), ou encore les mucines gastriques de Porc (Star-
key et al.,1974) ou gastriques humaines (Pearson et al.,1980). De 1'avis de
ces auteurs, cette technique s'est révélée intéressante car, en diminuant
1'intensité des liaisons non covalentes dans les fractions é&tudiées, elle
conduit en effet a 1'obtention de mucines trés peu contaminées par des pro-
téines ou des acides nucléiques. Ce schéma de fractionnement a permis a
Mantle et Allen d'isoler une fraction glycoprotéique apparaissant homogéne
en gel filtration et d l'ultracentrifugation analytique, et indemne de toute
contamination comme 1'attestent les résultats de 1'électrophorése en gel de
polyacrylamide en présence de SDS & 1%, ou encore la résistance & 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 intestinal, puis
la précipitation par 1'éthanol & 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-SO) suivie d'une chromatographie de gel filtration d'abord
sur Sepharose 4B puis sur Sepharose 2B;

b) les mucines isolées par Bella et al. (1972)
ont été préparées par homogénéisation du produit de raclage de 1la muqueuse
intestinale, puis par action bréve de la chaleur (50 °C, 10 mn), précipita-
tion par le Cetavlon et 1'éthanol, purification sur colonne de DEAE-Cellu-
lose et enfin gel filtration sur Sepharose 48.

A l'analyse chimique, les fractions ainsi isolées manifestent tou-
tes une composition typique de mucines (Tab. 1IV). Cependant, lorsque l'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 fagcon 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 1'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
chaines glycosylées est assez courte; la teneur molaire en acides sialiques
est beaucoup plus faible chez 1'Homme que chez le Rat et surtout chez le
Porc; la teneur en sulfate est également trés 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% (p/p) chez le Porc (Man-
tle et al.,1981a; Allen et al.,1982) & 6,3% (p/p) chez 1'Homme (Forstner et
al.,1979); la teneur en hydroxyaminoacides, en acides aminés dicarboxyliques
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 étre probablement attribuées, com-
me le souligne Forstner et al. (1977), & la diversité des méthodes d'isole-
ment des mucines et au degré plus ou moins poussé de leur purification. Mais
il est aussi possible que des différences spécifiques significatives puis-
sent expliquer, en partie du moins, ces discordances.

Concernant 1l'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 éventuelles sous l'action de divers agents disso-
ciants, 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 2B en présence des agents habituels de clivage des liaisons
non covalentes (chlorhydrate de guanidine 6M, urée 8M, SDS 1%, KCl 2.25M).

3) par traitement protéolytique (pronase), les

P
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molécules se dissocient en sous-unités dont la masse moléculaire représente
environ un quart de celle des molécules natives (MM = 450 000). Il est en
outre observé pendant le méme 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 & nouveau clivées,
donnant naissance a 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 1la masse moléculaire de ces mucines
(MM = 240 000), et libére en outre une protéine de masse moléculaire 90 000.
Cette derniére protéine, qui est sensible a 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
émis 1'hypothése que les mucines intestinales de Porc résultent, dans leur
état natif, de la polymérisation de 7 & 8 sous-unités (MM = 240 000), aux-
quelles serait liée par liaisons disulfure une protéine de masse moléculaire
90 000; celle-ci jouerait ainsi un rdle 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 trés
apparenté & 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 & 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 1/2, la masse moléculaire des mucines nati-
ves correspondantes reste du méme ordre de grandeur (1 700 000 et 2 000 000
respectivement);

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 & partir du mucus intestinal peuvent encore par ré-
duction se scinder en de plus petites sous-unités;
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3) la protéine libérée 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 compléte des premiéres
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
intestinales humaines ont apporté des informations structurales 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 & partir d'intestin
humain (Forstner et al., 1979), a montré l'existence dans ces deux fractions
d'un composant glycoprotéique majeur associé, dans la fraction la moins pu-
rifiée dite "mucin 1", & des composants glycoprotéiques mineurs de plus
faible densité;

2) la réduction de la fraction "mucin 1" en
présence de dithiothréitol 10mM et de guanidine oM, suivie d'une alkylation
par l'iodoacétamide 40 mM, se traduit par 1'augmentation de la proportion
des composants mineurs; en revanche, la réduction n'entraine 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 & 37°C sur la fraction "mucin 1", il appa-
rait également, bien que dans une moindre mesure, une dissociation partielle
de 1'édifice moléculaire.

. A partir de ces observations, Forstner et al. (1979) ont
suggéré que la résistance partielle de la mucine intestinale humaine puri-
fiée ("mucin 2") & 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)
3 ces mémes agents, ces auteurs ont proposé que la réduction dans ce cas
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portait vraisemblablement sur des liaisons disulfure au sein des structures
glycoprotéiques mineures qui, ainsi déstabilisées dans leur architecture,
n'étaient plus aptes & s'associer par liaisons non covalentes avec la frac-
tion glycoprotéique majeure ("mucin 2"). De la méme fagon, les dénaturants
ou le chauffage, en réduisant les interactions non covalentes entre les di-
verses espéces moléculaires, seraient aussi susceptibles de produire une
certaine dissociation des é&léments entrant dans la constitution de la mucine
intestinale native. En conséquence, ces composants glycoprotéiques mineurs
joueraient un rdle différent de 1'agent d'association qui, dans le modéle
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 1'importance de ces structures
mineures dans la mucine intestinale humaine restent encore cependant &
élucider.

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 al.,1981).

Ce mucus n'a pas été jusqu'a ce jour l'objet d'investigations aus-
si développées que celles consacrées au mucus &laboré par les autres étages
du tractus digestif. Un certain nombre de travaux ont été consacrés aux fac-
teurs de contrdle de la secrétion du mucus colique (Bradbury et al., 1980;
Specian et al.,1980); d'autres études, a caractére histochimique, orientées
vers la recherche d'éventuels stigmates de la transformation cellulaire ma-
ligne, se sont intéressées aux mucines coliques normales et aux mucines ob-
servées dans les affections précancéreuses (polypose colique) ou cancéreuses
de 1'organe (Filipe et al.,1980; Listinsky et al.,1981; Boland et al.,1982).
Mais les principales recherches sur la structure des mucines coliques sont
1'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)
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ont isolé, par gel filtration et ultracentrifugation & 1'équilibre. des
mucines dont 1'analyse chimique a montré que leur composition était dans
l'ensemble trés proche de celle des autres mucines digestives et tout parti-
culiérement de celle des mucines gastriques. La fraction glycannique de ces
mucines est trés importante (75% du poids sec), avec une teneur en acides
sialiques plus élevée que dans les mucines gastriques, mais moins importante
que dans les mucines intestinales (Allen et al.,1982). Ces mucines, qui
apparaissent homogénes a l'ultracentrifugation, présentent une masse molécu-
laire trés élevée estimée a 15 000 000; cependant la contribution de conta-
minants éventuels liés par liaisons covalentes ou non covalentes n'a pas été
clairement précisée. Sous l'action des réducteurs et/ou des agents protéoly-
tiques, ces mucines donnent lieu & la formation de sous-unités de taille
variable :

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

b) par action de la pronase, il 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, il a été établi que la protéolyse entraine
la perte de 29% de la fraction protéique, mais elle ne frappe ni la thréoni-
ne, ni la sérine, 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 mucines 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 trés grande
taille.

Dans une autre étude, LaMont et al. (1980), utilisant la gel fil-
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 mucines. Ces deux fractions sont cependant diffé-
rentes 1'une de 1'autre par :

a) leur caractére diacidité : lors de 1'échange d'ions,
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les fractions sont éluées par un gradient discontinu de NaCl dans l'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 1'acidité des mucines n'est pas liée & la
seule présence des résidus d'acides sialiques et de sulfate, mais refléte
aussi celle des acides aspartique et glutamique. Cette richesse en acides
aminés dicarboxyliques pourrait d'ailleurs, selon LaMont et al., é&tre une
caractéristique propre aux mucines coliques;

b) leur comportement & liultracentrifugation 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 1'hypothése 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 préliminaires avaient permis & 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 mémes
auteurs (1981) ont montré que ces mucines, préparées par extraction dans le
mélange phénol-eau, précipitées par 1'éthanol, filtrées sur Sepharose 4B
puis purifiées par électrophorése dans un gradient de polyacrylamide-agarose
étaient hétérogénes du point de vue immunologique. Bien qu'apparemment homo-
génes par chromatographie de gel filtration (Sepharose 4B et 2B). par chro-
matographie d'échange ionique (DEAE- et ECTEOLA-Cellulose) 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 papaine a permis de séparer les
deux composants de ces mucines et d'étudier 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 fucomucines; cependant, ces auteurs n'écartent pas 1'hypothése qu'une
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seule et méme molécule puisse &tre & l'origine de ces deux composants qui ne
prendraient leur individualité qu'aprés protéolyse.

Clamp et al. (1981) ont plus particuliérement étudié la fraction
glycannique des mucines humaines isolées aprés chromatographie de gel fil-
tration (Sepharose 2B). A l'analyse chimique, la portion glycannique de ces
mélécules apparait constituée des sucres habituels des mucines, mais la te-
neur globale de ces sucres reste faible (36%, p/p); 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 1'iodoacétamide, et a nouveau filtrée sur
Sepharose 2B. L'analyse de la nouvelle fraction exclue du gel montre une
augmentation significative de la teneur en sucres qui passe & 52% (p/p). Il
est 3 remarquer que le traitement direct des mucines coliques par la pronase
produit le méme effet que l'action des réducteurs, tant au plan de la compo-
sition que de celui de la teneur globale en sucres.

5) Autres mucines digestives.

a) les mucines biliaires

La muqueuse de la vésicule biliaire produit une secré-
tion dans laquelle les glycoprotéines de type mucines représentent un cons-
tituant mineur : 0.2 & 0.5 mg/ml de bile (Pearson et al.,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 rdle de protection de la
muqueuse sous-jacente, comme dans le cas du mucus gastro-intestinal, est
assez peu probable; par contre, il a été établi qu'il existait au cours de
la cholélithiase expérimentale une hypersecrétion des mucines biliaires
(Lee,1980,1981). Lee a émis 1l'hypothése que grdce & leur architecture géli-
forme, les mucines seraient susceptibles de jouer un réle de matrice sur la-
quelle viendraient se déposer des cristaux de cholestérol ou d'autres cris-
taux. Les mucines joueraient ainsi un r6le important dans les mécanismes
initiateurs de la lithogénése, ainsi qu'éventuellement dans le processus
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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-filtration (Sepharose 4B) suivie d'une centrifugation
3 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 maniére non covalente. Leur analyse chimique a donné des
résultats de composition en acides aminés et en sucres tout & fait caracté-
ristiques des glycoprotéines de type mucines.

La filtration des mucines natives sur Sepharose 2B 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 & 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 papaine, l'édifice se dissocie avec production d'espéces moléculaires
assez homogénes, davantage retenues par le gel et donc plus petites, dont la
masse moléculaire a été estimée de 1'ordre de 500 000. Le 2-mercaptoéthanol
0.2M produit le méme recul a 1'élution, mais pour obtenir wune réduction
presque compléte des mucines, son action doit &tre prolongée pendant 48 heu-
res. L'étude électrophorétique sur gel de polyacrylamide des produits obte-
nus par réduction par le mercaptoéthanol 0.7M pendant 40 heures révéle la
présence d'une protéine de masse moléculaire 70 000. Des résultats similai-
res ont été fournis a partir des mucines extraites de la bile de Porc.

Les mucines biliaires apparaissent ainsi trés apparen-
tées aux autres mucines du tractus digestif, et selon Pearson et al. (1982),
1'hypothése d'une organisation polymérique avec formation de liaisons disul-
fure entre les sous-unités et la protéine de masse moléculaire 70 000 permet
de rendre compte des résultats expérimentaux. Par leur résistance élevée 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.
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b) les mucines méconiales

Dans le méconium, matiéres visqueuses brun-verddtre,
inodores et stériles, expulsées dans les premiéres 24 heures chez la majori-
té des nouveaux-nés, les glycoprotéines du type des mucines sont un consti-
tuant majoritaire représentant 70 & 80% du poids sec de ces matiéres (Har-
ries, 1978). Cette constatation n'est pas pour surprendre &tant donné que le
méconium n'est que le résultat du mélange du liquide amniotique ingéré par .
le foetus et des secrétions 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 il ne semble pas qu'elles aient, & ce jour, donné
lieu & des é&tudes de structure macromoléculaire. En raison de leurs origines
variées, il est probable cependant que leurs structures soient elles mémes
variées, similaires a celles des mucines dont elles sont dérivées.
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B/ LES MUCINES CERVICALES

Chez les mammiféres, les voies génitales produisent un mucus qui,
dans certaines espéces, joue un rfle important dans la physiologie de la
reproduction.

Ce rble reste encore obscur chez le mdle dont le sperme
extériorisé au cours de 1'éjaculation se présente sous l'aspect d'une secré-
tion géliforme mais qui, rapidement et spontanément, se liquéfie, probable-
ment sous 1'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 composition chimique et sa masse molécu-
laire posséde 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 méles.

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'endométre, les trompes
et les glandes de Bartholin.

Les principaux travaux sur les mucines cervicales ont été réalisés
sur ‘du mucus d'origine bovine (Gelman et al.,1976; Gibbons,1978; Roberts,
1978b; Gaddum-Rosse et al.,1980a), d'origine humaine (Gaddum-Rosse et al.,
1980a; Van Kooij et al.,1980; Yurewicz et al.,1981,1982; Carlstedt et al.,
1983a,1983b) et d'origine simienne (Hatcher et al.,1977a,1977b; Nasir-Ud-Din
et al.,1979). Diverses méthodes ont &té& mises en oeuvre pour solubiliser le
mucus cervical, étape indispensable en vue de 1'étude physico-chimique de
ses constituants; ces méthodes ont été répertoriées par Gibbons (1978).
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La composition chimique des mucines cervicales apparait tout &
fait typique de celle des glycoprotéines de type mucine : la teneur en aci-
des aminés est faible (20 & 30%, p/p); cinqg de ceux-ci (thréonine, sérine,
proline, glycine, alanine) sont majeurs et représentent les 2/3 de 1'ensem-
ble des acides aminés, tandis que cing autres acides aminés (lysine, histi-
dine, tyrosine, méthionine et phénylalanine) ne représentent que moins de
10% du nombre total des acides aminés (Yurewicz et al.,1981).

Il n'existe qu'un seul acide aminé N-terminal qui chez
1'Homme serait de la thréonine (Wolf et al.,1980), chez la Vache de l'alani-
ne (Bhushana Rao et al.,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 & propos de la séquence peptidique des mucines
cervicales. A partir de l'analyse des acides aminés N-terminaux dosés dans
les mucines cervicales bovines, préalablement dépolymérisées sous l'action
d'agents réducteurs, il a &té 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 al.,1977); dans 1'espéce humaine, 1'u-
nité répétitive présenterait une masse moléculaire de 37 000 (Wolf et al.,
1980) . Cependant, Gelman et al. (1976) ont montré que par coupure au bromure
de cyanogéne, 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 trés riches en glucides et pauvres en acides aminés; a 1'inverse,
les deux autres fragments sont peu glycosylés et leur teneur en acides ami-
nés (en particulier en cystéine) est plus élevée. La masse moléculaire de
l1'unité de base serait au minimum de 560 000. Etant donné 1la distribution
non uniforme des résidus de méthionine le long de la chalne 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 individualiseés.

Les mucines cervicales contiennent 70 a 80% de glutides,
et apparaissent constituées de fucose, galactose, N-acétylgalactosamine, N-
acétylglucosamine et acide N-acétylneuraminique; les rapports molaires
observés entre ces résidus sont chez 1'Homme respectivement d'environ 1.1,
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1.8, 1, 0.9 et 0.45; elles sont sulfatées (1%,p/p) (Yurewicz et al.,1981).
La longueur des chafnes glycanniques peut aller jusqu'd une dizaine de rési-
dus d'oses, et la liaison & 1'axe peptidique est du type O-glycosidique.
Chez 1'Homme, cette composition en sucres est indépen-
dante du groupe sanguin du sujet examiné et ne varie pas au cours du cycle
menstruel (Van Kooij et al.,1980).
Un certain nombre de données ont é&té publiées sur les
séquences de chaines glycanniques :
- chez 1'Homme, aprés traitement alcalin de la
mucine, 77% des résidus de N-acétylgalactosamine sont transformés en N-
acétylgalactosaminitol, confirmant la nature O0-glycosidique de la liaison;
aprés 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 & Yurewicz
et al. (1982) de proposer les séquences qui apparaissent a la figure 11.
L'examen de cette figure suggére que la structure I, de nature tétrasaccha-
ridique, représente le noyau de base des autres structures mentionnées.

' - chez le Singe, il 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 4 ce qui se passe chez 1'Homme, le mucus périovulatoire est
immunologiquement distinct du mucus lutéal, suggérant un processus de bio-
synthése hormono-dépendant, il est possible que les mucines cervicales
soient complétement différentes dans ces deux espéces.

La caractéristique principale qui ressort de l'étude des glycopro-
téines cervicales est 1l'extraordinaire hétérogénéité de leur masse molécu-
laire qui, selon les espéces et le traitement de solubilisation subi, peut
varier de 300 000 & 10 000 000, 1les 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 1'homme, la masse moléculaire des mucines cer-
vicales natives serait voisine de 10 000 000 (Carlstedt et al.,1983a,1983b;
mucus de fin de gestation). Chez le singe, la taille apparait beaucoup plus
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Figure 11 : Exemples de chaines oligosaccharidiques neutres isolées
a partir de mucines cervicales humaines périovulatoires m
(d'aprés Yurewicz et al.,1982) e
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faible, de l'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 méme 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 aprés actions successives des
agents réducteurs et des agents protéolytiques sont en tous points compara-
bles aux glycopolypeptides libérés par la seule protéolyse, ce qui suggére
que l'attaque par ces deux types d'agents se porte vraisemblablement dans
des domaines trés voisins dans les mucines cervicales natives. Cette région
peptidique, ou une partie de cette région, peu ou pas glycosylée puisque
sensible & la protéolyse enzymatique, a été isolée par Bhushana Rao et al.
(1977) aprés digestion trypsique du glycopolypeptide de réduction; cette
région serait constituée d'une vingtaine d'acides aminés, et serait riche en
asparagine et en glutamine.

Le mucus cervical assure, comme le mucus des divers étages diges-
tifs, des fonctions de protection et de lubrification des muqueuses ; en ou-
tre, dans certaines espéces telles que les espéces humaine, bovine ou ovine,
le mucus cervical contrdle le passage des spermatozoides, déposés par le
mdle dans le vagin, vers les voies génitales supérieures ol s'effectue la
fécondation. Ce r6le de régulation de la perméabilité cervicale aux sperma-
tozoides, sans objet dans des espéces telles que 1le Porc, le Cheval ou le
Chien chez lesquelles 1l'insémination est endocervicale (Gibbons,1978), 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-a-dire
au moment de l'ovulation, la quantité de mucus secrété est importante (600
mg/jour en moyenne); c'est un mucus limpide trés hydraté, doué d'une grande
élasticité ("filance") (Elstein, 1978; Chantler,1982), facilement perméable
aux spermatozoides (Gaddum-Rosse et al., 1980a, 1980b);

2- inversement, en phase lutéale, le mucus devient moins
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abondant (20 & 60 mg/jour), opaque et cellulaire, plus visqueux; son élasti-
cité s'altére, perturbant ou méme inhibant la migration des spermatozoides.
Ces modifications apparaissent directement liées a la production accrue de
progestérone au cours de cette phase; Martin et al. (1981) ont suggéré que
ces modifications pouvaient &tre le résultat d'une interaction entre les mu-
cines et cette hormone.

Une question importante, restée jusqu'a présent sans réponse déci-
sive, est celle de savoir si ces variations cycliques des propriétés du
mucus cervical seraient liées ou non a 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 & différentes périodes du cycle a été 1'objet de plusieurs inves-
tigations, mais les résultats sont contradictoires. L'augmentation de l'aci-
de sialique & 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 & cette période. Cependant,
selon Van Kooij et al. (1980), aucune variation cyclique de 1la composition
en sucres (et donc en acide sialique) n'a pu &tre 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 sialique 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 1'oestrus, soit au
cours de la gestation, et traitées de fagcon identique (réduction puis atta-
que par la pronase), manifestaient le méme comportement chromatographique
sur Sepharose 4B. Le facteur qui d'aprés Roberts apparait 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% entraine une absorption
d'eau, aboutissant & former un mucus d'aspect identique a celui observé lors
de l'oestrus. Les différences de propriétés physiques de ces deux types de
mucus s'expliqueraient donc davantage par la variation, sous contrdle hormo-
nal, de 1'hydratation du mucus plus que par des différences de structures
des mucines.
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Van Kooij et al. (1980) ont émis une opinion & peu prés
similaire. Ces auteurs ont en effet remarqué que le rapport protéines sur
hexoses, faible d la période périovulatoire, augmente de fagon paralléle a
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 aprés l'ovulation et pourrait en conséquence rendre compte de la varia-
tion des propriétés physiques du mucus au cours du cycle.

Différents modéles d'organisation macromoléculaire des mucines
cervicales ont été proposés pour expliquer 1la perméabilité éventuelle du
mucus vis-a-vis des spermatozoides : -

1- Gibbons et al. (1966) ont émis 1'hypothése que le mu-
cus cervical constitue un réseau formé par des fibres glycoprotéiques re-
liées entre elles par des liaisons chimiques, peut-&tre avec interposition
d'une protéine dite de liaison. L'aptitude des spermatozoides (dont 1'équi-
pement protéasique dans 1l'acrosome est bien connu) & progresser dans ce ré-
seau pourrait alors résulter, selon Moghissi et al. (1970), de 1'attaque
protéolytique de ces liaisons et peut-&tre aussi de certaines zones privilé-
giées des mucines.

2- Sur la base des résultats fournis par différentes mé-
thodes physiques d'exploration (RMN, viscosimétrie, diffraction de la lumié-
re, utilisation de traceurs isotopiques), Odeblad (1973) a proposé un modéle
dans lequel les longues chaines glycoprotéiques des mucines seraient organi-
sées en agrégats ou micelles, disposés parallélement les uns aux autres et
hydratés par des molécules d'eau liées. Par établissement d'un certain nom-
bre de connections entre micelles adjacentes, il se formerait un réseau a
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 "E" : les liaisons mises
en jeu seraient préférentiellement des liaisons hydrogéne, et le réseau de
fibres ménagerait de larges canaux liquides ol les spermatozoides pourraient
facilement progresser (Fig. 12). La proportion d'eau liée augmenterait d'un
tiers au dépens de l'eau libre bien que l'épaisseur de cette eau liée autour
des mucines passerait de 0.4 ym & 0.03 um; dans ce mucus plus serré dit de
type "G", la pénétration des spermatozoides serait treés faible. La variation
de l'organisation moléculaire du mucus cervical selon le climat hormonal
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s'expliquerait selon Odeblad (1973) par une hormonodépendance du processus
de biosynthése des mucines cervicales.

3~ Ultérieurement, Lee et al. (1977) ont suggéré wun au-
tre modéle dans lequel le mucus cervical apparalt non comme un réseau rigide
tel que proposé par Odeblad, mais plutdt comme un ensemble de macromolécules
d structure enroulée au hasard, dont la cohésion résulterait non de 1'éta-
blissement de liaisons chimiques mais de l'existence de nombreux entrelace-
ments ldches inter- et intrachaines. 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 & l'appui de la validité de ce modéle : en phase
lutéale, le mucus cervical perd effectivement 10% de son eau; laissé a lui-
méme, il perd spontanément son aspect géliforme et se liquéfie, ce qui,
selon Chantler (1982), indiquerait 1'absence de liaisons 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 & des modifications d'ionisation des mucines
cervicales, et donc & 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 modéle d'organisation de ces structures.

Ces auteurs ont montré que sous l‘'action du
dithiothreitol en milieu dissociant, il 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 & 2 000 000 environ pour les
"sous-unités" réduites; sous l'action ultérieure de la trypsine, ces sous-
unités produisent des glycopeptides (appelés "T-domains") dont la masse mo-
léculaire est de 1'ordre de 380 000. |

A partir de la masse moléculaire et de 1la te-
neur en acides aminés, et considérant un espacement linéaire de 0.25 4a 0.30
nm par résidu d'acide aminé, c'est- d-dire intermédiaire entre celui d'une
conformation hélicoidale « (0.15nm) et celui d'une conformation de type g
complétement é&tirée (0.35nm), le calcul a montré que la longueur moyenne de
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chaque protomére (T-domain) &tait de 110 & 120nm ; en rapprochant cette
longueur du rayon de gyration expérimental déterminé & partir des mesures de
diffusion de la lumiére (Rg = 31nm), Carlstedt et al. (1983b) ont montré que
la conformation de ces protoméres était en grande partie étirée, en forme de
batonnets, peu flexibles. Par ailleurs, quand a partir des données enregis-
trées dans les trois structures de complexité cfoissante observées (protomé-
res, sous-unités et molécule native), on examine le rayon de gyration en
fonction de la masse moléculaire, les trois points expérimentaux se dispo-
sent selon une droite dont la pente suggére, selon les auteurs, que l'arran-
gement des protoméres en sous-unités et des sous-unités dans la molécule na-
tive se fait probablement selon un modéle linéaire flexible, mais néanmoins
quelque peu rigide. En aucun cas, précisent ces auteurs, 1'organisation des
protoméres ne peut &tre celle du modéle d'Allen et al. (1982) (Fig.10), dans
lequel quatre protoméres identiques se disposent en étoile avec établisse-
ment de ponts disulfure entre eux ou par 1'intermédiaire d'une protéine de
liaison.

Ces protoméres seraient reliés les uns aux au-
tres bout & bout par 1l'intermédiaire de régions peptidiques non glycosylées,
sensibles & la protéolyse, et d'aprés le calcul, 4 & 5 protoméres 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 liaisons
disulfure, et, pour rendre compte de la plus faible teneur en acides aminés
des sous-unités par rapport & 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 apparaitrait donc,
selon ces auteurs, comme une macromolécule linéaire et flexible, constituée
de 4 sous-unités disposées réguliérement et unies par des ponts disulfure;
chacune de ces sous-unités résulterait a son tour de l'enchainement de 4 & 5
protoméres identiques reliés entre eux par un peptide sensible aux enzymes
protéolytiques et donc peu glycosylé. Le modéle correspondant 4 cette des-
cription est représenté schématiquement a la figure 13.
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Figure 13 : Modéle d'organisation macromoléculaire des mucines cervicales humaines
(d'aprés Carlstedt et al., 1983b). A : mucine native; B : sous-unité; C : protomére
("T-domain") avec, dans T'encadré, le schéma rappelant 1'implantation des chaines
oligosaccharidiques sur 1'axe polypeptidique. Le site d'action des agents de réduc-
tion sur la mucine native est indiqué par des fléches.
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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, comme les mucines secrétées par les autres épithéliums, les mucines
trachéo-bronchiques demeurent encore 1'objet d'interprétations divergentes
quant a certains aspects de leur structure et de leur organisation macromo-
léculaire. Ces désaccords en fait s'expliquent probablement par la trés
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 é&té effectuée
sur l'expectoration émise au cours de divers états pathologiques tels que la
bronchite chronique, 1'asthme ou la mucoviscidose, toutes affections qui
sont caractérisées par une hypersecrétion bronchique.

Quelques auteurs cependant, grdce a la mise en oceuvre de diverses
techniques de recueil, ont pu prélever des quantités suffisantes de secré-
tion bronchique physiologique pour permettre 1'étude ultérieure, plus ou
moins détaillée, de leurs composants (Tab. V). Ces techniques sont variées :

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

2) le lavage broncho-alvéolaire, effectué sous fibrosco-
pie en zone macroscopiquement saine (Lafitte et al.,1975,1977); EF
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- 3) des techniques expérimentales telles que la constitu-
tion d'une poche trachéale chez le Chien (Liao et al.,1979) ou l'isolement
d'un segment trachéal de Poulet in vitro (Mian et al.,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 & partir de kystes bronchogéniques prélevés chirurgicalement. Ces
kystes proviennent du développement, & un niveau donné de 1'arbre trachéo-
bronchique, de cellules qui se sont détachées au cours de 1'embryogénése
pendant la migration intrathoracique du bourgeon respiratoire. Le liquide
isolé a partir de ces tumeurs intrathoraciques fermées offre l'avantage
d'étre stérile, permettant ainsi 1'isolement de secrétions natives puisque
indemnes de toute contamination bactérienne. Il est & noter cependant que
les liquides de kystes bronchogéniques ne peuvent &tre 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 particuliére des mucines de kystes bronchogéniques,
notamment leur proportion élevée en sérine, incite en outre & 1la prudence
quant a leur assimilation a des mucines de caractére normal.

La premiére difficulté & laquelle se heurte l'étude des mucines
trachéo-bronchiques est liée 3 la nature complexe et & 1'hétérogénéité du
mucus bronchique.

En effet, dés l'examen macroscopique, 1'expectoration
apparait inhomogéne, comportant des amas ou des zones & consistance gélifor-
me au sein d'une phase liquide plus ou moins abondante.

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

Par 1'étude en microscopie éléctronique, White et al.
(1954) ont décrit dans l'expectoration de sujets asthmatiques l'existence de
deux types de fibres : les fibres de "mucoprotéines" et les fibres de "déso-
xyribonucléoprotéines", ces derniéres provenant des noyaux de cellules in-
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flammatoires dégradés et particuliérement abondants dans les secrétions
purulentes.

Havez et al. (1967) ont montré que, tout en respectant
1'organisation fibrillaire de l'expectoration, le lavage & 1'eau permet ]'é-
limination des composants solubles et des éléments cellulaires présents dans
ces secrétions. En effet, par agitation de 1'expectoration en présence de
trois volumes de sérum physiologique suivie d'une centrifugation a basse vi-
tesse (4000g pendant 20mn), il est possible de séparer la secrétion bronchi-
que en trois phases :

a) une couche superficielle mousseuse riche en
phospholipides et en particulier en dipalmitoylphosphatidylcholine, princi-
pal composant du surfactant pulmonaire;

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

c) un culot géliforme insoluble dans 1'eau,
correspondant au réseau fibrillaire bronchique et & des é&léments 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 protéines et glycoprotéines d'origine
plasmatique et secrétoire; elles renferment aussi des lipides et des acides
nucléiques, ces derniers particuliérement abondants dans les expectorations
surinfectées (Roussel et al.,1976,1978; Lamblin et al.,1977b; Lopez-Vidriero
et al.,1980b; Bhaskar et al.,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 mucines représentent le compo-
sant principal du mucus fibrillaire (Das,1977; Lopez-Vidriero et al.,1978a,
1978b, 1978¢).

Compte tenu de cette distribution, 1'étude des mucines
bronchiques peut &tre entreprise soit & partir de la phase soluble, soit &
partir de la phase géliforme du mucus, ou encore & partir de la secrétion
trachéo-bronchique totale, mais dans ces deux derniers cas, en raison de ses
propriétés viscoélastiques, 1'échantillon doit &tre solubilisé pour permet-
tre le fractionnement et 1'étude ultérieure de ses composants.
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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 (Lafitte et al.,1975; Liao et
al.,1979; Mian et al.,1982). Ce manque d'intérét pour une composante non
négligeable des secrétions bronchiques résulte en fait de la pauvreté rela-
tive de cette phase en substances organiques et tout particuliérement en
mucines. Pour nombre d'auteurs, 1'avantage de la phase soluble qui, par dé-
finition, ne pose aucun probléme de solubilisation, est amoindri par le fait
qu'elle ne peut &tre 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-
libre existant entre phase fibrillaire et phase soluble, tendent & augmenter
la part de cette derniére.

Les techniques de solubilisation du mucus sont nombreuses et se

classent, en fonction de 1'importance du remaniement moléculaire qu'elles
entrainent, en techniques non dégradantes et en techniques dégradantes :

1) les techniques non dégradantes laissent les structu-

res macromoléculaires dans leur état natif. Appartiennent 3d 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 & diluer l'expectoration
au 1/10 dans de 1'eau puis, aprés agitation mécanique douce, & recueillir la
phase soluble par centrifugation & basse vitesse; cette méthode apparait
particuliérement efficace puisque la phase géliforme disparait 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 al.,1982b). Cette
variante aboutit également & une trés bonne extraction puisque 80 & 85% des
protéines, de l'acide sialique et des oses neutres passent ainsi dans la
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phase soluble.

- L'ampleur de la solubilisation du
mucus par extraction dans un tampon aqueux non dissociant n'apparait pas
toujours aussi grande : selon Rose et al. (1979), 1'extraction par 10 & 20
volumes d'eau ou de sérum physiologique n'entraine qu'une solubilisation
partielle du mucus, le plus souvent de l'ordre de 25%, parfois 40 a 60%.
Pour Sachdev et al. (1980), la solubilisation du mucus normal préalablement
dialysé et lyophilisé reste trés limitée & température ambiante, méme apreés
agitation prolongée.

b) les méthodes d'extraction en tampon disso-
ciant : l'urée 6M (Roberts,1974), le chlorhydrate de guanidine 6M (Whitney
et al.,1978) ou le SDS & 1% (Liao et al.,1979) constituent des agents effi-
caces de dissociation des liaisons hydrogéne au sein du mucus. Harding et
al. (1983b) considérent néanmoins que le chlorhydrate de guanidine, méme &
la concentration €M, ne constitue pas un agent de dissociation, mais qu'il
agit plutdt comme un électrolyte classique en supprimant de fagon réversible
les effets de charge électrique au sein des édifices macromoléculaires de
nature polyélectrolytique. A l'appui de cette thése, ces auteurs ont montré
que la masse moléculaire de diverses mucines ne variait pas de fagon 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 légeére 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 a forte con-
centration (densité finale dans 1'échantillon d = 1.50 g/ml)} a été préconisé
par Creeth et al. (1977) pour solubiliser 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 confére et par sa natu-
re partiellement chaotropique, le bromure de césium diminue 1'intensité des
forces électrostatiques entre les espéces moléculaires, ce qui selon Creeth
assure la solubilisation du mucus.

2) les techniques dégradantes affectent les structures
moléculaires de fagon irréversible, avec une action plus ou moins prononcée
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selon la nature du ou des agents mucclytiques wutilisés. L'emploi de ces
agents, bénéfique quant & 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 al.,1981);

b) les enzymes protéolytiques tels que la pep-
sine, la papaine, la pronase et la trypsine (Brogan,1959;Havez et al.,1967).
Ces agents catalysent la rupture de la chaine polypeptidique des mucines en
libérant des glycopeptides de taille variable, assurant ainsi une mucolyse
partielle;

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

11 est & remarquer que, par rapport a l'action
d'une technique appliquée de fagon isolée, la combinaison de deux techniques
peut dans certains cas aboutir & 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 é&té obtenus
par la mise en oeuvre de méthodes variées basées sur différentes propriétés
physicochimiques de ces molécules telles que taille, charge électrique ou
densité (Tab. V et Tab. VI). Etant donné qu'aucune de ces méthodes ne peut
conduire isolément 3 1'obtention de mucines suffisamment purifiées, il est
indispensable, comme 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 espéces 4a sé-
parer, cette méthode de fractionnement, bien que trés 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'électrophorése préparative en film liquide a haut
voltage (Havez et al.,1967; Degand et al.,1973b,1974);

3) la chromatographie d'échange ionique : autre méthode
d'application trés large permettant de séparer les mucines d'aprés leur
caractére d'acidité croissante (Lamblin et al.,1973,1977a,1977b,1979,1980;
Degand et al.,1973b,1974; Roberts,1974,1976; Roussel et al.,1975,1976; La-
fitte et al.,1975,1977; Liao et al.,1979);

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

5) les méthodes utilisant les agents de précipitation :

a) précipitation par 1'éthanol (Brogan, 1959,
1960; Degand et al.1974; Roberts,1974; Roussel et al.,1976; Lamblin et al.,
1977b). Cette technique permet de précipiter les mucines, mais d'autres pro-
téines sont également entralnées;

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 al.,1967,1969; Snyder et al.,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 a leur
tour &tre précipitées par 1'éthanol & 50% (v/v) (Snyder et al.,1982a,1982b);

6) 1'ultracentrifugation en gradient de densité 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 secrétoires,
peu glycosylées, présentent une densité proche de celle des protéines pures
(densité environ 1.3 g/ml). Cependant, étant donné la teneur assez élevée en
acides aminés des mucines ainsi isolées, il 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 1'emploi de 1'anhydride citraconi-
que (encore dénommé anhydride méthylmaléique). Cette méthode repose sur la
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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 e-aminées appartenant aux protéines et
des résidus d'acide sialique et de sulfate chargés négativement, situés sur
les mucines (Jenssen et al.,1980a). Le traitement du mucus par 1l'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, aprés désacétylation, é&tre sé-
parées par précipitation par les sels d'ammonium quaternaire. Les mucines
ayant une faible teneur en lysine, Snyder et al. considérent que la réaction
de citraconylation reste pratiquement limitée aux protéines contaminantes.

Les tableaux VII et VIII rapportent la composition chimique des

substances glycoprotéiques de masse moléculaire élevée 1isolées & partir de
diverses secrétions trachéo-bronchiques humaines.

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

La fraction "IA" isolée par Tabachnik et al. (1981) &
partir de 1l'expectoration de sujets atteints de mucoviscidose s'écarte ce-
pendant assez sensiblement de ces critéres : 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 3 la teneur de ces glyco-
protéines en cystéine. Ces résidus représentent d'aprés les travaux de Rous-
sel et al. (1975), Lafitte et al. (1977) et Lamblin et al. (1979) moins de
0.7 mol/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).



78

v

sauLewny sanblyouoaqogyoed} sauLonw sanbjanb ap sguiwe saploe ud uoljisodwo) :°IIA nedjqe]

— ) — m— — — — — — — — 6001/6) xnej03
£°0¢ ¢ 81 vz | 2°€e ST €1 82 | £9°61 62 | ST'OL | courwe sapioy
50 € A + € '€ G2 0¥ 02 Y 12 Buy
£°0 L1 6°1 0°2 8¢ 1'¢ §'1 G2 1°2 SLH
v e L2 9°¢ ¢t L ¢ 6°¢ ¢ ¢ 1°¢ 9°1 s
sadedy | 8'1 9°¢ A 1 12 21 12 ssoedl ayd
sajedy A ¢ 0¢ ¢ e 9°1 ' ' I'1 81 sadeu] STy
G°9 69 69 8°¢ €v €9 € ¢ 6°v 1 ne’
A L2 G°¢ L1 1°¢ 6°¢ 1°¢ 1°¢ ¢°¢ 911
v°0 01 ¢ « 6°0 9°0 2’1 01 80 v°0 sadeU] 19K
0¥ A 1'9 2 8¢ 6°9 0"t 8" 0"t LeA
¢'1 <6 G'1 11 £°¢ €1 L0 G'1 9°0 9°¢ - sA3%,
1°8 '8 §°L 1°L 9°L 97/ 6 9°8 ¢'8 ¢ L v 01 ely
L6 8°8 9°/ '8 1°L 1°L ¢'8 ¢ L G'9 9°/ 8°8 ALY
/AR 8°g L€l L1 1°01 8¢l I'11 €01 LY G0t 811 04d
'8 L8 8L L6 G°6 L 7 AR 8L 6°€ 1’8 vy ngy
¢ 4l 1'01 L€l 1°¢1 G ¢i 691 1'91 011 9°81 L2¢1 0°L1 49§
g8 61 €6 G°2e 6" L1 /2] AR v e 0° L1 G L2 1°81 L7 82 Ay
6°8 9°01 G'G 1°L 6°9 0V 9°¢ 0°L L7 €8 PR dsy
10UQQL /70U
SINIWY S3AIIY
(eALgeu) |(aataeu) [(atnpau)| Eataey) | (Aaraed) [(*pas) vH| @Lnpad)| Eataey) | (eatnpad)| eatied) |(E3Lnpa.) 331ani3
:UIH_U: :<H= n |—uxum<= 1" mem<= -#IOI: zm.o &wz: _-QMU: -H: .-ﬂm: .-*.H -w.—” ]} __m: ZOM.—-Q<zh_
asopLd | 9sopiLd bnbLuouys (va1) asopLo SNINW
=SLAODN| |-SLAODNY | SwWYIsy WYyl sy 9| eWMUON | swyjsy w..-.psu:o&m Syl sy d|ewdoN | swyisy |-SLAOINK Na INIDIYO
3¢ |82 | 83|83 | 88|88 |88 |52| 85| 8F|¢c¢
I 3 5 3 2 & 5 = P -
P = ® o o ™ o et o
o ” & & ot — + ® ot o ot
2, ot o o o ) o o - ®
’ 2, - . - - 2, - . . =
N . Ay
e Lm




saulewny sanbiysuouqogyoedl sauLdnw sanbjanb ap anbipronib uorjisodwoy I-[1IA nes|qe|

3N

. . . . . . . . . . sooTou
¢ 17" 9 91°0 810 $8°0 951 1£70 |[{(Booi/B)| €1°0 9b° 1 59°0 sqa0ddoy
i 1v47S
[ ] | | || || | [ ] ] L | ]
L'69 08 98 8. 82l Y 6" €L 0L v' 0L 85 9°¥8 (Boo1/6)
XNejol sauang
0 . e - 91°0 uely
saoead (] 01°0>(| 01" 0>( 91°0 A
0€°'1 6¢°€ 01’1 011 0€°1 GL°0 ¥2'0 1,70 850 (170 82°0. VNN
0€°2 GE° 1 08°1 06°1 051 £6°0 9¢°2 €V 1 2L 0 05°2 8.2 OYNI19
I 1 I 1 I I 1 1 1 I I OYNL®Y
05°€ v0°0T | 09°2 09°2 01°¢ 19'1 8y° € 12°2 251 28°2 €0 Leg
0.°G b6° 1 06°0 06°0 00°T 69°0 16°1 98°1 89°0 6€° 1 £6°2 on4
884107 Ol
sgaoddoy
SIYINS SNAISIY
(aaL3eu) |(sat3eu) |(e3tnpaa)|(antaeu) |(anteu) [(pad) ,vh|@3Lnpas)|(aatieu) |@atnpaa)|(aatzeu) |3 inpaa) 3310013
:UIH_Q: :<H: :._.xum<= :.—.xum<= __¢|OI: _vam. o n._wz: :Qmu_. " H: -.Dm: .-*.H ow.—”: ..W: ZOM.-UA\ZIA_
asopLd | asoplLo bnbLuouayo (va) 9soplLo SNINW
~=SLAODNY |-SLAODNY swyjasy Iwyl sy 9| PWJON | SWylsy va_sucoxm sy sy 9| BWJON | swyjsy -SLAODNY N0 3INI9IYO
S |2 |28 |28 |82 |38 |38 |32 |32 |3s| 3¢
o o 2] ~ ~ o - = 4 g b4
- -5 ) [Y) 1)) m —_
o | 3 ; - B 2 2 o
A T~ O 1 O 1 N - N L R O T -3 I A I
= > >, 2, ®, d o o, - o,




80

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 VII par la comparaison
de 1'analyse de la fraction "AsExt" de Bhaskar et al. (1981) avant et aprés
action du dithiothréitol, consistent en une diminution des acides aminés
totaux (de l'ordre de 5 a& 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 a 80% p/p)
et apparait 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 sialiqué 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 &tre 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 chaines glycanniques, mais aussi leur degré d'acidité (Roussel
et al.,1975; Lamblin et al.,1977a). Enfin, il ne faut pas négliger 1'exis-
tence d'une microhétérogénéité glycannique en fonction de 1'activité de
groupe sanguin des mucines examinées.

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

Lamblin et al. (1980) ont examiné les oligo-
saccharides neutres réduits obtenus par traitement alcalin en présence de
borohydrure des mucines bronchiques acides 1iscolées de 1'expectoration de
sujets atteints de bronchite chronique. Ces auteurs ont pu ainsi, grice a
diverses techniques d'analyse (oxydation periodique, analyse des produits de
méthylation, chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
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masse, dégradations enzymatiques), caractériser deux disaccharides et trois
trisaccharides linéaires différents.

Utilisant les mémes techniques ainsi que l'a-
nalyse par spectrométrie RMN du proton & 360 MHz, Lamblin et al. (1981b) ont
également isolé & partir de l'expectoration d'enfants atteints de mucovis-
cidose quatre oligosaccharides linéaires (deux disaccharides et deux trisac-
charides) identiques a ceux déja 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 1'analyse des oligosaccharides neutres isolés a partir d'un pool de mu-
cus recueilli chez des enfants appartenant tous au méme groupe sanguin 0 et
atteints de mucoviscidose. Quatorze structures glycanniques, allant du di-
saccharide au pentasaccharide, ont ainsi été complétement é&lucidées (Fig.
14). L'examen de ces structures montre qu'elles dérivent en fait de deux
noyaux disaccharidiques différents, et qu'il est possible d'établir a partir
de chacun de ces noyaux une filiation représentée a la figure 15. Les compo-
sés X (Ie filiation) et Y (28 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 étre
établies. Il est & 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 ailleurs, la séquence Gal- B1-4-(Fuc-a1-3)GlcNAc- 81- ,
appartenant aux composés 3atl et 3a2, est identique au déterminant de 1'anti-
géne 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 1'hétérogénéité 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 chaines glycanniques sur ces molécules. Van Halbeek
et al. (1982) estiment que 1'hétérogénéité des chaines glycanniques traduit
l'existence de processus incomplets de biosynthése ou de dégradation, et que
la caractérisation de plusieurs noyaux oligosaccharidiques dans ces chalnes
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Figure 14 : Structures de quelques oligosaccharides-alditols neutres isolés a partir de 1'expectoration
_ d'enfants atteints de mucoviscidose (d'aprés Van Halbeek et al.,1982)
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implique l'existence de mécanismes de biosynthése multiples.

Les mucines trachéo-bronchiques ont fait 1'objet de nombreuses dé-
terminations de masse moléculaire (Tab. IX). De 1'ensemble des données re-
cueillies, il apparait une trés grande dispersion des valeurs & l'origine de
laquelle deux explications au moins peuvent &tre proposées :

1) cette diversité tout d'abord est liée & 1'hétérogéné-
ité des échantillons analysés dont la solubilisation a fait appel 4 des
agents variés :

a) ce sont les mucines natives, solubilisées
par des techniques non dégradantes, qui présentent les masses moléculaires
les plus élevées : 3.3 & 7 000 000 pour des mucines solubilisées par disper=-
sion dans le bromure de césium (Creeth et al.,1977); 2 & 6 000 000 (Jenssen
et al.,1980b) et 1 280 000 (Roberts,1974) aprés solubilisation dans 1l'urée
6M; 1 800 000 aprés solubilisation dans 1'eau (Feldhoff et al.,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 al.,1976; Lamblin et al.,1979). Il existe cependant sur ce sujet
quelques divergences parmi les données de la littérature : Rose et al.(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 a4 des
agrégats qui se seraient formés au cours d'un bref chauffage du mucus (10mn
au bain-marie bouillant) précédant 1'action de l'agent réducteur. A l'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-
ne/HC1 6M et réduite. Enfin, en ce qui concerne les mucines obtenues par
Sachdev et al. (1980), la faiblesse méme de leur masse moléculaire (69 400)
est une indication de 1'importance de la fragmentation qui a pu survenir
dans la molécule au cours de 1'étape de solubilisation par les ultra-sons.

2) Une autre source de la diversité des résultats réside
également dans 1'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 & priori vraisemblables, par contre
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ceux déduits du comportement des mucines en chromatographie d'exclusion mo-
léculaire apparaissent contestables : en effet, cette derniére technique
n'est pas adaptée & de telles mesures pour des structures qui, comme les
mucines, présentent une forme trés allongée et donnent des masses moléculai-
res apparentes trés surestimées.

Une approche originale de la structure des mucines a é&té réalisée
par Lamblin et al. (1979). Ces auteurs ont en effet examiné des mucines
bronchiques réduites de mucoviscidose et de bronchite chronique au microsco-
pe électronique grice & une technique spéciale d'ombrage par jet rotatif de
platine. Ces molécules, dont la masse moléculaire déterminée par sédimenta-
tion a 1'équilibre se situe vers 400 000, se présentent principalement sous
la forme de bdatonnets dont la longueur moyenne est d'environ 50 & 200 nm et
la largeur de 3 d& 5nm. Certains de ces bdtonnets 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 & 1'agrégation; cette
tendance apparait plus grande dans le cas des mucines a caractére neutre.

Une étude similaire a été rapportée par Jenssen et al. (1980b) qui
ont examiné les mucines non réduites recueillies au cours de la bronchite
chronique. Leurs observations ont confirmé les résultats de Lamblin et al.
(1979), notamment en ce qui concerne l'organisation des molécules en struc-
tures filiformes; la taille de ces structures a été estimée de 2 000 & 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 3 jet monodirectionnel de platine, ces auteurs ont observé des champs
dans lesquels les mucines sont apparues principalement sous forme de flaques
trés étalées et trés peu épaisses, avec moins de 10% du matériel sous forme
de filaments de 100 & 200nm de longueur et de 1.5nm d'épaisseur. Les auteurs
considérent que 1'épaisseur (3 & 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, exagére la largeur des
structures examinées. Bien que l'aspect aplati sous lequel les mucines leur
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sont apparues puisse &tre un artéfact 1ié au séchage des préparations a
1'air, Harding et al. (1983a) ont estimé que la meilleure représentation de
la molécule de mucine serait celle d'une structure flexible trés expansée,
de conformation de type plutdt 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 reconnaitre que dans le mucus natif les mucines sont
associées a diverses substances contaminantes parmi lesquelles des lipides,
des protéines et glycoprotéines d'origine secrétoire ou plasmatique. Une
part importante de ces contaminants peut &tre éliminée par lavages du mucus
dans 1'eau ou le sérum physiologique, mais 1la phase géliforme résiduelle
reste encore trés hétérogéne, témoignant de 1'existence d'interactions pri-
vilégiées entre les mucines et ces contaminants.

Creeth et al. (1977) ont montré que l'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 étre obtenue en présence d'a-
gents de dissociation tels que 1'urée, le chlorhydrate de guanidine ou le
SDS (Roberts, 1974; Liao et al.,1979; Rose et al.,1979). Ces résultats suggé-
rent l'existence d'interactions faibles, de nature non covalente résultant
par exemple de 1'&tablissement de liaisons hydrogéne, hydrophobes ou ioni-
ques entre les divers composants du mucus natif. La contribution relative de
ces différents types de liaisons & la stabilité de 1'édifice macromoléculai-
re et la nature précise des sites interagissants restent encore 4 élucider;
il est cependant probable que 1'enveloppe glycannique qui représente 1la ma-
jeure partie de la surface des structures moléculaires en présence joue un
role essentiel dans ces interactions.

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

De trés nombreux auteurs ont observé que sous
1'action des agents réducteurs, des propriétés physiques essentielles des
mucines traché&o-bronchiques natives étaient affectées, se traduisant par une
diminution significative de leur viscosité (Sheffner,1963; Havez et al.,
1967; Lamblin et al.,1979; Tabachnik et al.,1981) ainsi que de leur coeffi-
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cient de sédimentation et de leur taille moléculaire (Creeth et al.,1977;
Bhaskar et al.,1981). Pendant le méme temps, il 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 al.,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-
liés par liaisons covalentes de type disulfure (Roberts,1976,1978a; Creeth
et al.,1977).

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 l'autre par leur sensibilité 4 l'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 antérieurement suggéré pour les substances d activité de groupe sanguin
présents dans le liquide de kyste ovarien (Dunstone et al.,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 chaine
polypeptidique riche en thréonine et sérine, fortement glycosylée, et résis-
tante & la protéolyse, et un second type formé d'une chalne polypeptidique
plus riche en cystéine et en acides aminés dicarboxyliques, peu ou pas gly-
cosylée ("naked peptide") et donc sensible & 1'action des protéases (Fig.
16) . Ce dernier motif peptidique constitue dans ce modéle un facteur impor-
tant d'association dans l'architecture macromoléculaire des mucines :

- en se liant par liaisons covalentes ad ses extrémités N- et C-
terminales selon un axe unipeptidique avec les sous-unités de mucines, il
contribue & 1'allongement des chaines glycoprotéiques;

- par formation de ponts disulfure et constitution d'interactions
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Figure 16 : Modéle d'organisation macromoléculaire des mucines
trachéo-bronchiques (d'aprés Roberts,1978a)
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bronchiques, et mode d'action des agents mucolytiques
(d'aprés Carlstedt,1982) TN



90

non covalentes entre régions non glycosylées appartenant a des chalnes adja-
centes, ce peptide contribue aussi a la formation du réseau impliqué dans le
phénoméne de gélation du mucus natif.

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

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

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 mucines, 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 bdtonnets dont la
longueur varie de 50 a 200nm. La dispersion impbrtante de ces valeurs peut,
selon les auteurs, avoir plusieurs origines : soit &tre le reflet d'un pro-
cessus de biosynthése des mucines aboutissant a la production de chaines de
longueur variable; soit résulter de la rupture de liaisons disulfure intra-
ou intermoléculaires, éventuellement situées dans un peptide de liaison;
soit encore &tre liée & l'activation de systémes protéolytiques par les ré-
ducteurs. Cependant, compte tenu de la pauvreté des mucines en cystéine et
de l'existence d'activités protéolytiques dans les mucus natifs (Twumasi et
al.,1977), Lamblin et al. ont estimé que la derniére hypothése était parfai-
tement plausible, et que donc la polydispersion physique des mucines pouvait
étre le reflet de 1'action indirecte des agents a fonction thiol;

3) Rose et al. (1979) ont remarqué que les agents de ré-
duction restaient inefficaces dans la solubilisation des mucines en tampoh
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
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covalentes et des liaisons disulfure;

5) Snyder et al. (1982b) ont montré que la réduction des
mucines purifiées par citraconylation ne modifie pas de facon significative
leur constante de sédimentation : celle-ci passe de 6.9S en milieu disso-
ciant (urée 6M) & 6.4S en présence d'urée 6M et de 0.1% de mercaptoéthanol.
Par ailleurs, ces auteurs n'ont observé aucune dissociation des mucines a
1'électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS et d'agents ré-
ducteurs, et ils estiment en conséquence que le rdle des liaisons disulfure
n'apparalt pas déterminant dans 1'organisation macromoléculaire des mucines;

. 6) Williams 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 aprés réduction donnaient le méme profil d'élution.
Selon les auteurs, cette observation ne plaide pas en faveur de l'organisa-
tion polymérique des mucines ol les sous-unités seraient unies par ponts di-
sulfure; cependant elle ne permet pas pour autant d'écarter 1'existence de
tels liens dans les zones non glycosylées des mucines, et il est alors pro-
bable que la rupture de ces liaisons puisse affecter la structure secondaire
de 1'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 derniéres & structure globulaire en raison de 1'existence de
ponts disulfure intra-chaine (Fig. 17). L'examen de ce modéle montre que le
peptide de liaison, qui est enroulé sur lui-méme dans la mucine native (éta-
pe a), se déroule aprés 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 1'édifice macromoléculaire
(étape d).
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Il est aujourd'hui tout a fait inutile d'insister sur le rdle 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-
tions bronchiques, propriétés grdce auxquelles le mucus participe, avec la
ciliature bronchique, & la constitution de 1'appareil mucociliaire, moteur
dont l'action permet 1'épuration permanente de l'arbre respiratoire.

I1 n'est pas étonnant dans ces conditions de remarquer le vif in-
térét qui s'est manifesté pour une meilleure connaissance de l'organisation
macromoléculaire du mucus bronchique et singuliérement de ses mucines.

Comme il ressort de 1'étude générale présentée en premiére partie
de ce mémoire, de nombreuses divergences ont été enregistrées parmi les au-
teurs sur la conception de l'organisation macromoléculaire des mucines. Par-
mi les principaux points de désaccord, il y a le probléme 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 premiére importance, car
de cette connaissance dépend la compréhension du réle 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'aprés 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 mucines bronchiques se retrouvent principalement dans la pha-
se fibrillaire mais aussi pour une part non négligeable dans la phase solu-
ble du mucus, il est apparu opportun d'examiner l'action des réducteurs non
seulement sur la phase fibrillaire mais aussi sur 1la phase soluble, ceci
d'autant plus qu'avec cette derniére phase, les problémes de solubilisation
ne se posent pas. Les résultats de 1'étude de cette action sont présentés
dans les pages suivantes.



I. Etude de l'action des agents réducteurs

sur les mucines

de la phase soluble du mucus bronchique
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L'étude de l'action des agents réducteurs a été réalisée sur les
phases solubles préparées & partir de l'expectoration de deux malades appar-
tenant au méme groupe sanguin O : '

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

A/ PREPARATION DE LA PHASE SOLUBLE DU MUCUS BRONCHIQUE

2100ml de l'expectoration du malade Vid..., atteint de mucovisci-
dose, ont permis d'isoler 21.85g de phase soluble (soit 10.40g/1 de mucus)
et 48.80g de mucus fibrillaire (soit 23.24g/l de mucus). Les composants non
dialysables de cette expectoration se répartissent donc en phase soluble :
31%, et phase fibrillaire : 69%.

1500ml de 1'expectoration du malade Lak..., atteint de bronchite
chronique, ont permis d'isoler 7.5g de phase soluble (soit 5g/1 de mucus) et
5.2g de mucus fibrillaire (soit 3.47g/1 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 &tude 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/HCI
0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0) et en tampon dissociant (guanidine/HCl 6M) appa-

 raissent respectivement d la figure 19 (chromatogramme A) et & la figure 20
(chromatogramme C). Dans chaque cas, trois fractions glycoprotéiques sont
obtenues : une fraction I complétement exclue du gel, une fraction II par-
tiellement retenue et une fraction III fortement retenue dans le gel.



PHASE SOLUBLE DU MUCUS BRONCHIQUE

solubilisée en

tampon phosphate de sodium 0.075M pH 7.3 guanidine 6M
(20 mg/m1) (20 mg/m1)
| _
mercaptoéthanol 1% v/v mercaptoéthanol 1% v/v
18h, 37°C 18h, 37°C
l , }
CHROMATOGRAPHIE DE GEL-FILTRATION (SEPHAROSE CL-2B)

Colonne 48 x 2.5 cm, 25 m1/h, fractions de 5 ml, équilibrée et &luée en

v : v

Tris/HC1 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0 guanidine 6M
MUCOVISCIDOSE PROFIL A PROFIL B PROFIL C PROFIL D
BRONCHITE CHRONIQUE PROFIL E PROFIL F PROFIL G PROFIL H

Figure 18 : Protocole de 1'étude de 1'action des agents de réduction sur la phase
soluble du mucus bronchique ,
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Fig. 19: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Vid...
(mucoviscidose) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tampon
Tris/HCl 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. En haut : profil d‘'élution (=— = hexoses, ---
= A 278 nm). Echantillon déposé : 100mg; fractions recueillies aprés dialyse et
lyophilisation: I=9mg; II=13.5mg; III= 35.5 mg. En bas : analyse électrophoréti-
que des fractions aprés coloration par 1'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff
(PAS) et le bleu de toluidine (BT).
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Fig. 20 : Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Vid...
(mucoviscidose) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tampon
guanidine/HCl 6M. En haut : profil d'élution (=——= hexoses, --- = A 278 nm).
Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation:

I=1.5mg; II=7.5mg; III=37mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions

aprés coloration par 1'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu
de toluidine (BT).
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Les diagrammes obtenus aprés réduction et filtration de la phase
soluble en milieu non dissociant et en guanidine/HCl1 &M 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 aprés réaction a 1'or-
cinol, il apparait que ['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 profil 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 apparait comme un pic ho-
mogéne et symétrique, avec un maximum survenant dans le tube No 32.

Au cours de l'une des expériences, la phase soluble a é&té réduite
par le 2-mercaptoéthanol a 1% en tampon phosphate de sodium, puis alkylée
par 1'iodoacétamide 0.2M et filtrée sur Sepharose CL-2B en milieu Tris/HCI
0.1M, 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 aprés 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 profil C, peu différent de celui observé aprés filtration du
méme échantillon en tampon non dissociant (Fig. 19, profil A).

Apréds réduction et filtration en guanidine/HCl 6M (Fig. 22, pro-
fil D), les modifications observées sont similaires & celles décrites dans
le profil B : la fraction exclue (DI) est plus faible, tandis que 1la frac-
tion retenue (DII), riche en oses combinés, est plus importante. Cependant,
cette derniére fraction est plus étalée et son élution survient plus tdt que
pour le pic BII correspondant, le maximum d'absorbance aprés réaction a
1'orcinol se situant dans le tube No 28.

La détermination de la masse moléculaire par ultracentrifugation a
1'équilibre donne une valeur de 260 000 pour les composants de 1la 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-
cidose) réduite en tampon phosphate et filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B
équilibrée et é&luée en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. En haut : profil
d'élution (—= = hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions
recueillies aprés dialyse et lyophilisation: I= 1Img; II=11mg; III=24mg. En bas :
analyse électrophorétique des fractions aprés coloration par 1l'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-
cidose) réduite en guanidine/HCl 6M et filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B
équilibrée et éluée en guanidine/HCl 6M. En haut : profil d'élution (= = hexo-
ses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies aprés dia-
lyse et lyophilisation: I=2.1mg; II=12.5mg; III= 45.2mg. En bas : analyse élec-
trophorétique des fractions aprés coloration par 1'amidoschwarz (AS), le réactif
de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT).
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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 (guanidine/HCl1 6M) apparaissent respectivement dans les figures 23
(profil E) et 24 (profil G). Dans ces deux cas, la majeure partie des compo-
sants glycoprotéiques apparait dans les fractions exclues du gel.

Les diagrammes d'élution obtenus aprés réduction et filtration en
milieu non dissociant et en milieu dissociant apparaissent respectivement
dans les figures 25 (profil F) et 26 (profil H). Aprés action du mercapto-
éthanol en tampon phosphate et chromatographie en tampon Tris/HCl (profil
F), il n'apparait pas de modifications importantes dans 1'aspect de la cour-
be & 1'orcinol de la fraction exclue (FI); dans la fraction partiellement
retenue (FII), il apparait un pic glycoprotéique mineur avec un maximum dans
le tube No 32; la courbe & 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'absorbance a 278nm montre un
pic important dans la fraction FI traduisant l'existence d'une légére turbi-
dité dans les tubes.

Lorsque la réduction et la chromatographie sont faites en guanidi-
ne/HCl &M (profil H), la dépolymérisation des composants glycoprotéiques est
plus importante, le pic principal a l'orcinol survenant dans la fraction HII
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 1'un de 1l'autre, une
expérience de réduction d'un mélange a parties égales de ces deux phases so-
lubles a été réalisée en tampon phosphate de sodium 0.075M, pH 7,3.

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

la figure 27 a été obtenu (profil I). Comme dans le profil B, la majeure
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Fig. 23: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Lak...
{bronchite chronique) sur colonne de Sepharose CL-2B é&quilibrée et éluée en tam-
pon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0. Profil d'élution (=== hexoses, --- = A 278
nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophili-
sation: I=10mg; II=8mg; I1II=33mg.
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Fig. 24: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble native Lak...
(bronchite chronique) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en tam-
pon guanidine/HCl 6M. Profil d'élution (== hexoses, --- = A 278 nm). Echan-
tillon déposé: 100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation:
I=15mg; II1=8mg; III=39mg.
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Fig. 25: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Lak... (branchite
chronique) 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. Profil d'élution
(== = hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies
aprés dialyse et lyophilisation: 1I=25mg; Ii=7mg; I1I=18mg.

ABSORBANCE

Ltk

N° des Fractions

Fig. 26: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Lak... (bronchite
chronique) réduite en guanidine 6M et filtrée sur colonne de Sepharose CL-2B
équilibrée et éluée en guanidine/HCl 6M. Profil d'élution (=== = hexoses, --- =
A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyo-
philisation: I=3mg; II=13mg; [1I1=48mg.
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Fig. 27: Chromatographie de gel filtration du mélange a parties égales de phases
solublées 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:100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation:
I=3mg; Ibis=3mg; II=10mg; III=24mg.
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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 systéme mucolytique activé par les agents & thiol, des essais
d'inactivation de cette activité mucolytique ont été entrepris sur 1la phase
soluble Vid... avant réduction par le mercaptoéthanol et filtration sur co-
lonne de Sepharose CL-2B en tampon Tris 0.1M, 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 a la figure 28 (profil J). Si 1'on fait exception d'une opalescence
apparaissant dans les fractions entiérement ou partiellement exclues de la
colonne de Sepharose, se traduisant par une absorbance plus élevée 3 278nm,
le profil obtenu, en particulier la courbe aprés réaction & 1l'orcinol, ne
différe 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 & la concentration finale
0.5mM, puis réduite par le mercaptoéthanol et enfin filtrée sur Sepharose
CL-2B en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH 8.0, apparait 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 apparait l1égérement retardée, son élution survenant
comme le pic glycoprotéique principal du profil 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
aprés réduction, en tampon non dissociant ou en tampon dissociant, ont été
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ABSORBANCE

N° des Fractions

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 éluée en tampon Tris 0.1M, NaCl 0.2M, pH
8.0. Profil d'élution (== = hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 100mg;
fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation:I=11mg; [I=10mg; III=26mg.
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Fig. 29: Chromatographie de gel filtration de la phase soluble Vid... (mucovis-
cidose) traitée par le PMSF puis réduite en tampon phosphate et filtrée sur co-
lonne 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: 100mg;
fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation: I=13mg; II=6mg; III=31mg.
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analysées par électrophorése en gel d'agarose. Les résultats apparaissent
sous les diagrammes d'élution correspondants (Fig. 19 & Fig. 22). Seule la
fraction BI, obtenue en quantité insuffisante, n'a pu &tre étudiée.

1) Electrophorése des fractions AI, AII et AIII (Fig. 19)

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

Dans la fraction AII, outre la persistance d'une petite quantité
d'échantillon au dépdt, il apparait deux composants principaux : 1'un des
composants, de faible mobilité électrophorétique, donne une large bande trés
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 l'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 1'amidoschwarz, possédant la méme mobilité
que la sérumalbumine, apparait a mi-distance entre le dépdt et les bandes
colorées par le bleu de toluidine.

2) Electrophorése des fractions CI, CII et CIII (Fig. 20)

Les fractions recueillies en milieu dénaturant donnent & 1'élec-
trophorése des résultats assez peu différents de ceux que donnent les frac-
tions obtenues en milieu non dénaturant.

3) Electrophorése des fractions BII et BIII (Fig. 21)

La fraction BII comporte deux bandes de faible mobilité : 1la plus
lente est fortement colorée par le PAS, & peine détectée par 1'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
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de toluidine;

La fraction BIII montre deux bandes de faible mobilité colorée
trés légérement par 1'amidoschwarz et encore plus légérement par le PAS; en
outre, il existe dans la partie anodique de la lame une bande intensément
colorée par le bleu de toluidine.

4) Electrophorése des fractions DI, DII et DIII (Fig. 22)

La fraction DI ne pénétre pratiquement pas dans le gel d'agarose,
3 l'exception d'une bande peu intense et peu mobile apparaissant aprés colo-
ration par le PAS.

La fraction DII 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 DIII présente le méme comportement électrophorétique
que la fraction CIII.

5) Electrophorése des fractions AIl, AIII, BII, BIII, CII, CIII, DII et DIII
aprés hydrolyse par la nucléase

Aprés action de la nucléase du staphylocoque doré, les fractions
ont &té étudiées en électrophorése sur agarose. Les résultats enregistrés
(non présentés) sont, a un détail prés, en tous points similaires & 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, CIII et DIII).

D/ COMPOSITION CHIMIQUE

Toutes les fractions recueillies aprés filtration de la phase so-
luble Vid... (mucoviscidose) sur Sepharose CL-2B, a l'état natif ou réduit,
en milieu dissociant ou non dissociant, ont é&té dialysées, lyophilisées et
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analysées du point de vue composition chimique. Les résultats enregistrés a
partir des fractions AI, AII, AIII et BII, BIII obtenues en milieu non dis-
sociant, sont présentés dans le tableau X; ceux des fractions CI, CII, CIII
et DII, DIII obtenues en milieu dissociant, sont présentés dans le tableau
XI.

1) Composition en acides aminés

La teneur en acides aminés dans les fractions exclues (Al et CI)
ou partiellement retenues (AII, BII, CII, DII) est faible : 11 & 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/
100mol, plus élevée dans les fractions réduites (BII,DII) que dans les frac-
tions natives correspondantes (AII, CII). La proportion en acides aminés
dicarboxyliques (Asp + Glu) va de 12.73 & 17.28 mol/100mol, et apparait 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, CIII et DIII) est élevée, comprise entre 53.9 et
64.6 g/100g (poids sec). La proportion d'acides aminés dicarboxyliques est
élevée (25.01 3 28.49 mol/100mol), tandis que les acides aminés hydroxylés
sont en proportion plus faible (11.81 & 12.07 mol/100mol).

2) Composition glucidique

Les oses combinés constituent 49.0 et 51.6 g/100g (poids sec) dans
les fractions exclues Al et CI. Dans les fractions partiellement retenues,
la teneur en sucres passe de 51.7 et 39.2 g/100g avant réduction (AII, CII)
d 67.5 et 49.6 g/100g aprés réduction (BII, DII). Cette augmentation impor-
tante des sucres totaux apparait principalement liée 3 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/100g.

La longueur moyenne des chaines glycanniques a été calculée en
supposant que, dans les glycoprotéines ne possédant pas d'activité de groupe
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FRACTIONS Al AIl AIlI BII BIII
ACIDES AMINES
mol/100mol
Asp 7.25 7.03 12.56 5.01 13.08
Thr 12.39 14 .46 5.89 21.97 5.55
Ser 11.45 10.46 6.58 13.57 6.52
Glu 10.03 8.91 14.20 7.72 15.41
Pro 6.56 8.13 6.67 8.82 6.96
Gly 11.39 10.54 8.15 9.31 8.42
Ala 9.07 8.70 6.27 8.94 5.65
val 5.08 5.23 4.98 3.87 4.39
Y,Cys 1.18 0.74 1.71 traces 0.95
Met 0.77 0.54 2.51 0.64 2.53
ITe 2.84 2.74 3.29 2.51 3.46
Leu 6.39 6.61 7.98 5.24 8.13
Tyr 2.48 2.36 2.60 1.76 2.41
Phe 3.11 3.00 3.56 2.15 3.62
Lys 3.74 4.07 6.73 3.24 6.92
His 2.04 2.53 3.03 2.80 3.38
Arg 4.25 3.93 3.30 2.44 2.60
Acides aminés
o (/itee) | T || | 1ude | oL
Thr + Ser 23.84 24 .92 12.47 35.54 12.07
Asp + Glu 17.28 15.94 26.76 12.73 28.49
mol/100mol
b b b b
SUCRES 3 3 3 a by
Fuc 9.8 2.6 {12.2 2.2 1.8 0.9 j12.3 2.2 | 1.8 1.5
Man 0.4 0.1} 0.3 0.1 1.3 0.6 nd 1.4 1.1
Gal 16.1 3.9 |16.4 3.9 ] 5.4 1.6 |22.1 3.6 | 5.0 3.9
Glec 1.5 0.4 0.7 0.2 0.7 03|15 0.2 0.9 0.7
GalNAc 5.2 1 5.3 1 2.7 1 7.7 1 1.6 1
G1cNAc 13.1 2.5 11,6 2.2 } 4.8 1.7 {18.3 2.4 | 5.3 3.3
NANA 2.9 0.4 5.2 0.7 1.8 0.5|5.6 0.,5]1.9 0.8
Sucres totaux
.0 51. . 67.5 17.9
9/1003 | - | — —
Long. moy. chaines 10.9 10.3 6.6 9.9 12.3
Sucres/Protéines 2.80 2.64 0.30 4.45 0.28
T e s it SEPEEEFEEE) PEEEE PR e
0.3 0.2} 1.6 0.8 1.1 1.1}2.4 0.8}0.8 1.3
SULFATE - — — o —
AA + Sucres + Sulf.]66.77 72.86 82.25 85.06 83.30
(g/lOOg) _— L] _— - -y
(;§i2> a : g/100g (poids sec) b : rapport molaire (GalNAc = 1)

.
e

Tableau X : Composition chimique des fractions obtenues aprés filtration

de la phase soluble native ou réduite en milieu non dissociant
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FRACTIONS CI CII CIII DII DIII
ACIDES AMINES
mol/100mol
Asp 6.53 7.30 11.92 5.42 11.48
Thr 14.12 13.64 5.39 18.54 5.74
Ser 14.89 10.31 6.42 12.89 6.37
Glu 8.36 9.33 14.70 8.46 13.53
Pro 7.13 9.23 8.44 9.33 6.46
Gly 11.18 9.13 8.21 9.58 7.97
Ala 8.62 7.61 6.19 8.37 6.46
Val 4.60 5.50 4.67 4.71 5.07
Y,Cys 1,06 0.87 0.43 traces 1.31
Met 0.95 0.89 1.70 0.56 2.87
Ile 3.00 3.16 3.74 4.07 3.51
Leu 5.57 7.23 8.21 5.40 8.57
Tyr 2.53 2.51 2.95 2.54 2.84
Phe 2.92 3.22 4.20 2.52 3.91
Lys 3.01 3.97 6.43 2.45 6.65
His 2.44 2.31 2.64 2.25 3.04
Arg 3.09 3.80 3.76 2.92 4.20
Acides aminés
totaux (g/100g) | 1% 1.8 5320 1.0 63.27
Thr + Ser 29.01 23.95 11.81 31.43 12.11
Asp + Glu 14 .89 16.63 26.62 13.88 25.01
mol/100mol
a b a b a b a b a b
SUCRES
Fuc 8.6 1.7 17.0 2.6 2.7 2.319.9 2.5} 2.0 1.9
Man nd 0.4 0.1}{1.7 1.34{0.1 0.02}1.1 1.0
Gal 15.2 2.7 {12.3 4.2 | 5.2 4.2 |16.2 3.7 | 4.3 3.8
Glc 1.8 0.3 0.7 0.2}10.3 0.3}11.0 0.2{1.2 1.1
GalNAc 6.9 1 3.7 1 1.6 1 5.4 1 1.4 1
G1cNAc 13.7 2.0 8.4 2.3 4.3 2.8 110.9 2.0 4.0 2.9
NANA - 54 0.6 | 6.7 1.3]12.6 1.1 6.1 0.811.8 0.9
Sucres totaux
bt A L - S [ O R L
Long. moy. chaines 8.3 11.7 13.0 10.2 12.6
Sucres/Protéines | 3.43 2.20 0.34 4 .50 0.25
. . . . . . 21 0. .
SULFATE (uOZ 1_007 (210 2_612 _306
AA + Sucres + Sulf.|{67.06 57.98 72.90 63.21 79.37
(g/100g) - ] - - - /
a: g/100g (poids sec) b : rapport molaire (GalNAc = 1) \\U

(4R4

Tableau XI : Composition chimique des fractions obtenues aprés filtration

de la phase soluble native ou réduite en milieu dissociant
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sanguin A, tous les résidus de N-acétylgalactosamine sont engagés dans des
liaisons glycanne-peptides (Lamblin et al.,1979). Le rapport molaire des su-
cres totaux a la N-acétylgalactosamine exprime donc dans ces conditions la
longueur moyenne des chaines glycanniques. Ce rapport ne varie pas de fagon
significative dans les différentes fractions recueillies : il est compris
entre 8.3 et 11.7 dans les fractions exclues ou partiellement retenues.

Par contre, le rapport pondéral sucres totaux/acides aminés totaux
apparait significativement plus élevé dans les fractions réduites (BII=4.45;
DII=4.50) que dans les fractions natives correspondantes (AII=2.64; ClI=
2.20). Dans les fractions fortement retenues (AIII, BIII, CIII, DIII), ce
rapport est trés faible : 0.25 a 0.34.

La teneur en sulfate apparait 1&geérement plus élevée dans les
fractions réduites peu retenues (BII=2.4 g/100g; DII=2.6 g/100g) que dans
les fractions natives correspondantes (AII=1.6 g/100g; CII=1 g/100g).

Le total des différents constituants (acides aminés totaux + su-
cres totaux + sulfate) est compris entre 58 et 85 g/100g (poids sec); c'est
dans la fraction BII obtenue aprés réduction en tampon phosphate que ce to-
tal est le plus élevé.

E/ DISCUSSION

La phase soluble native, préparée a partir de 1l'expectoration d'un
enfant atteint de mucoviscidose (Vid...), présente des diagrammes similaires
en chromatographie de gel filtration sur Sepharose CL-2B, que 1'élution soit
faite en tampon non dissociant (Fig. 19) ou en milieu dissociant (Fig. 20).

Bien qu'apparaissant hétérogénes & 1'électrophorése, les fractions
Al et AII (Fig. 19) et CIl et CII (Fig. 20) ne différent 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, sérine, proline,
glycocolle et alanine, de méme qu'en fucose, galactose et N-acétylhexosami-
nes, ainsi que leur faible teneur en cystéine permettent de les identifier
comme des glycoprotéines du type des mucines (Tableaux X et XI).

L'examen des résultats de composition chimique révéle l'existence
d'un déficit important dans la fraction CII éluée par la guanidine 6M : le
total acides aminés + sucres + sulfate représente 57.983/100g (poids sec).
Cette perte s'explique assez mal. Elle peut étre liée & la persistance d'u-



115

ne quantité non négligeable de sels minéraux ou de guanidine liés aux muci-
nes, bien que cette fraction comme toutes les autres fractions ait été dia-
lysée de facon extensive contre de l'eau distillée. Une autre hypothése que
1'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 déja été rapportée (Warembourg et

al., 1968). La présence d'acides nucléiques dans les fractions partiellement

ou fortement retenues sur Sepharose CL-2B a é&té établie par électrophorése
qui montre la disparition, aprés l'action des nucléases, d'une bande rapide
colorée par le bleu de toluidine. En conséquence, la participation de tels
acides nucléiques peut aussi &tre 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, aprés filtration sur
Sepharose CL-2B, par l'apparition dans le volume partiellement inclus dans
la colonne, d'une proportion élevée des mucines (fractions DII et HII); é-
tant donné que les fractions glycoprotéiques principales des phases natives
correspondantes apparaissent & 1'élution dans le volume exclu (fractions CI
et GI), ce recul des mucines aprés réduction traduit une diminution de la
taille moléculaire. Les fractions DII et HII restent encore cependant de na-
ture hétérogéne ainsi qu'en témoignent la réaction a l'orcinol qui montre un
profil étalé et 1'électrophorése qui objective des composants de mobilité et
d'affinité trés différentes.

A 1'analyse chimique la fraction réduite DII apparait, par rapport
d la fraction native CII, sensiblement plus riche en hydroxyaminocacides et
plus pauvre en acides aminés dicarboxyliques. La teneur en sucres totaux ap-
parait également plus élevée. Ces résultats montrent clairement que la ré-
duction des mucines en milieu dénaturant entraine 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, aprés fractionnement sur Sepha-
rose CL-2B, & la production de mucines de taille moléculaire plus faible et
plus homogéne (fraction BII) que lorsque la réduction et 1'élution ont lieu
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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 BII et DII, confirme le degré plus important de "dépolymérisation"
de BII par rapport & DII. L'électrophorése de la fraction BII met en éviden-
ce deux bandes de faible mobilité é&lectrophorétique et fortement colorées
par le PAS; la bande de plus faible mobilité correspond vraisemblablement a
des mucines neutres, et 1'autre bande, également colorée par le bleu de to-
luidine, & des mucines plus acides (Lamblin et al., 1979). En ce qui concer-
ne la composition chimique, la réduction en tampon phosphate entraine 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 BII 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 méme 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 déja été antérieurement suggéré
par Lamblin et al. (1979), il est possible & partir des résultats que nous
avons enregistrés aprés 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 systéme mucolyti-
que.

Cette interprétation est corroborée par l'observation que la phase
soluble préparée a partir de 1'expectoration du malade Lak..., atteint de
bronchite chronique, résiste fortement a la dépolymérisation lorsqu'elle est
traitée seule par le mercaptoéthanol en tampon phosphate, mais qu'elle subit
une dissociation importante lorsqu'elle est réduite en présence d'une quan-
tité équivalente de la phase soluble Vid.... De ces résultats il ressort que
le systéme 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,
protége, au moins partiellement, contre la réduction, méme en tampon phos-
phate, va dans le méme sens et permet en outre de soup¢onner la nature en-
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zymatique du phénoméne de protéolyse activé par les réducteurs.

Les mucines obtenues par réduction de la phase soluble préparée &
partir de l'expectoration de deux malades différents (Vid... et Lak...) pré-
sentent un comportement différent en chromatographie de gel filtration. Cet-
te variation du comportement des mucines selon le mucus bronchique indique
probablement que la sensibilité aux agents réducteurs varie d'un individu a
l'autre, et que le contenu en protéases activables par les agents de réduc-
tion varie aussi d'un mucus & 1'autre.






Il. Etude de l'action des agents réducteurs

sur les mucines

de la phase fibrillaire du mucus bronchique
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Cette étude a été réalisée a partir de 1'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-
prés lavage par trois volumes de sérum physiologique, centrifugation, dialy-
se et lyophilisation 2.90g de phase soluble (soit 5.80g/1 de mucus) et 5.39g
de phase fibrillaire (soit 10.78g/1 de mucus). Les composants non dialysa-
bles de cette expectoration se répartissent donc en phase soluble: 35%, et
phase fibrillaire: 65%.

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

1) Phase fibrillaire native solubilisée en guanidine/HCl 6M

100mg de phase fibrillaire ont été solubilisés par agitation dans
10ml de guanidine/HCl 6M. Aprés élimination d'un insoluble de 8mg par cen-
trifugation, 1'échantillon est déposé sur colonne de Sepharose CL-2B équili-
brée et éluée par de la guanidine/HCl 6M.

Le diagramme d'élution (profil A) est présenté a la figure 30.
Trois fractions glycoprotéiques sont obtenues: la fraction AI exclue de la
colonne, trés riche en oses combinés, représente 32% du mucus fibrillaire de
départ; la fraction AII, d'élution légérement retardée, également riche en
oses, et la fraction AIII trés retardée, absorbant davantage & 278nm, con-
tiennent respectivement 14 et 22% du mucus de départ.

De ces résultats il apparait que la guanidine/HCl 6M est un bon
agent de solubilisation et de dissociation du mucus fibrillaire et que, la
majorité des glycoprotéines, qui apparaissent 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'équilibre, est de 1 000 000. Ce résultat confirme donc le comportement de



121

| I |
H | K ] 1
(&)
c
©
L0
} .
o
[42]
o]
[0
-y,
.g”?", %”g
s“'v’ d )
¥
:: Q."{.“--'l-‘-”". "Q* “‘
0;
»
I | I I |
20 40
N° des Fractions
r i
| i
¢ " AS.

P.AS.

Fig. 30 : Chromatographie de gel filtration de la phase fibrillaire native Nas...
(bronchite chronique) sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en gua-
nidine/HC1 6M. En haut : profil d'élution (== = hexoses, --- = A 278 nm).
Echantillon déposé: 92mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation:
[=32mg; II= 14mg; 1III=22mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions
aprés coloration par 1'amidoschwarz (AS), le réactif de Schiff (PAS) et 1le bleu

de toluidine (BT).
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ces molécules en chromatographie de gel filtration.

2) Phase fibrillaire réduite en milieu dissociant

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

Le diagramme obtenu (profil B) est présenté a la figure 31. Trois
fractions glycoprotéiques sont recueillies. La fraction BI exclue est mineu-
re (4% du matériel de départ). La fraction BII légérement retardée, trés
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 & 278 nm, représente 13% du mucus utilisé.

La masse moléculaire des mucines éluées dans la fraction glycopro-
téique majeure BII est de 435 000.

3) Phase fibrillaire réduite en milieu non dissociant

100mg de la phase fibrillaire Nas... ont été réduits par du mer-
captoéthanol en tampon phosphate de sodium 0.075M, pH 7.3. Un insoluble de
émg a été éliminé par centrifugation. Les produits de réduction, dialysés et
lyophilisés, ont &té 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 = 9mg), une fraction majeu-
re retardée (CII = 39mg) et une fraction fortement retardée (CIII = 17mg).
Par comparaison avec la fraction majoritaire des mucines réduites en présen-
ce de guanidine/HC1 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, guanidine/HC1 &M,
pH 8.0, sur colonne de Sepharose CL-2B équilibrée et éluée en guanidine 6M. En
haut : profil d'élution (== hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé
100mg; fractions recueillies aprés dialyse et lyophilisation: I=4mg; II=29mg;
[II=13mg. En bas : analyse électrophorétique des fractions aprés 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 (eeee= = hexoses, --- = A 278 nm). Echantillon déposé: 94mg; fractions
recueillies aprés dialyse et lyophilisation: I=9mg; II=39mg; III=17mg. En bas:
analyse électrophorétique des fractions aprés coloration par 1'amidoschwarz
(AS), le réactif de Schiff (PAS) et le bleu de toluidine (BT).
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C/ ETUDE ELECTROPHORETIQUE DES FRACTIONS GLYCOPROTEIQUES NAS... SEPAREES PAR
GEL FILTRATION DU MUCUS FIBRILLAIRE SUR SEPHAROSE CL-2B

1)Mucus fibrillaire natif solubilisé en guanidine 6M (Fig. 30)

L'électrophorése en agarose a pH 8.2 montre que la fraction Al pé-
ndtre un peu dans le gel et qu'elle se colore intensément par le PAS, trés
faiblement par 1'amidoschwarz et le bleu de toluidine.

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

La fraction AIII apparait plus hétérogéne, comportant une bande
diffuse de faible mobilité, lé&gérement colorée par le PAS, et dans sa partie
anodique par le bleu de toluidine; elle est fortement révélée par 1'amido-
schwarz dans sa partie cathodique. En outre, une fine bande de méme mobilité
que la sérumalbumine est colorée par 1'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 dépét,
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 BII apparait 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 BIII apparait hétérogéne constituée d'une bande diffu-
se prenant le PAS et 1'amidoschwarz, et d'une bande également diffuse plus
anodique colorée par le bleu de toluidine.

3) Mucus fibrillaire réduit en tampon phosphate (Fig. 32)

La fraction CI pénétre mal dans le gel et présente les mémes affi-
nités tinctoriales que la fraction correspondante BI.
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La fraction CII apparait sous forme d'une large bande fortement
colorée par le PAS, & peine révélée par 1'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 CIII apparait trés hétérogéne comportant trois bandes:
une bande peu mobile uniquement colorée par 1'amidoschwarz, une bande plus
rapide colorée par le PAS et 1'amidoschwarz, enfin une bande encore plus ra-
pide prenant 1'amidoschwarz et le bleu de toluidine.

D/ COMPOSITION CHIMIQUE

Les fractions glycoprotéiques séparées par gel filtration sur Se-
pharose CL-2B du mucus fibrillaire Nas... natif (AI, AII, AIII), ou réduit
en guanidine 6M (BI, BII, 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 apparait dans le tableau XII et
la composition glycannique dans le tableau XIII.

1) Fractions recueillies aprés filtration du mucus fibrillaire natif en
guanidine/HCl 6M

La fraction glycoprotéique majeure AI, exclue en gel filtration
apparait comme la fraction la plus glycosylée (52.20g/100g) et la moins ri-
che en acides aminés (19.19g/100g). La proportion des acides aminés hydroxy-
1és est relativement é&levée (29.54mol/100mol), et celle des acides aminés
dicarboxyliques est faible (15.84mol/100mol). Le rapport pondéral sucres/a-
cides aminés est 2.72.

Les fractions AIl et surtout AIII 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 dicarboxyliques 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 posséde une composition du type des mu-
cines, bien que comportant de faibles quantités de mannose et de glucose.



FRACTIONS Al AII AIlI BI BII BIII CI CII CIII
ACIDES AMINES
mol/100mol
Asp 7.18 8.46 11.72 10.13 5.75 12.30 7.72 2.33 12.69
Thr 16.84 10.64 6.59 8.84 24.78 8.72 12.47 28.97 8.91
Ser 12.70 11.52 8.14 11.99 14.48 8.91 11.82 19.49 9.70
Glu 8.66 9.95 12.98 10.32 6.33 14.00 9.10 3.18 13.56
Pro 8.48 7.55 ~7.40 5.66 9.35 8.26 6.16 12.54 9.59
Gly 9.93 9.65 8.88 9.14 7.35 10.76 9.71 5.75 8.62
Ala 7.82 8.99 7.51 7.34 7.52 7.23 8.74 8.96 6.65
val 4.58 5.32 5.02 5.11 4.18 4.04 5.32 3.66 4.82
Y,Cys 2.18 2.49 2.60 0.44 1.47 0.45 0.74 0.92 2.12
Met 0.59 0.43 0.88 1.26 0.88 0.74 0.25 0.60 0.65
Ile 2.19 2.61 3.08 3.27 1.96 2.78 3.28 1.84 2.19
Leu 5.48 7.23 8.54 8.37 4.55 6.16 7.83 3.15 6.11
Tyr 2.43 2.68 2.33 3.85 1.81 2.63 3.00 1.13 2.32
Phe 2.66 3.01 3.01 3.79 1.93 3.02 3.73 1.18 2.82
Lys 2.71 3.72 5.13 5.44 2.19 3.95 3.49 1.72 3.86
His 2.35 2.08 1.42 1.11 2.39 2.27 1.81 2.85 2.04
Arg 3.21 3.66 4.76 3.94 3.07 3.78 4.82 1.73 3.36
Acides aminés
totaux (g/100g) 19.19 29.74 52.79 13.60 18.19 28,02 17.87 12,79 35,34
Thr + Ser 29.54 22.16 14.73 20.83 39.26 17.63 24.29 48.46 18.61
mol/100mol
Asp + Glu 15.84 18.41 24.70 20.45 12.08 26.30 16.82 5.51 26.25
mol/100mol

m N

S0

Tableau XII : Composition en acides aminés des fractions obtenues aprés filtration du mucus fibrillaire Nas...

Lel
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2) Fractions recueillies aprés filtration du mucus fibrillaire réduit en
guanidine/HCl 6M

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

Dans la fraction BI, les oses représentent 24.40g/100g et les aci-
des aminés totaux 13.60g, donnant un rapport sucres/acides aminés de 1.79.
Cette fraction est plus riche en acides aminés dicarboxyliques et moins
riche en hydroxyaminoacides que la fraction glycoprotéique majeure BII. Le
total des acides aminés + sucres + sulfate ne représente que 40.90g/100g. Ce
déficit important de composition s'explique assez mal, et l'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 lipides.

Dans la fraction BIII, la teneur en acides aminés est de 28.02g/
100g, et la teneur en sucres 38.10g/100g. 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 aprés filtration du mucus fibrillaire réduit en
tampon phosphate

La fraction majeure est la fraction CII trés 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 12.793/100g, ce
qui donne un rapport sucres/acides aminés de 6.34. Thréonine et sérine cons-
tituent 48% des acides aminés, tandis que acide aspartique et glutamique ne
représentent que 5.5% de ceux-ci.
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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, CII et
constitue plus de 2% dans CIII.

E/ DISCUSSION

Le mucus fibrillaire préparé & partir de 1'expectoration du malade
Nas..., atteint de bronchite chronique, a &té filtré sur colonne de Sepharo-
se CL-2B dans trois conditions: a 1'état natif aprés solubilisation en gua-
nidine 6M; aprés réduction par le mercaptoéthanol en présence de guanidine
6M; et aprés réduction par le mercaptoéthanol en tampon phosphate de sodium
0.075M, pH 7.3. |

Aprés solubilisation par la guanidine, la fraction glycoprotéique
principale est éluée 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 & cette fraction une masse de 1 000 000, et avec 1'analy-
se électrophorétique qui révéle que l'essentiel du matériel analysé, coloré
par l'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 thréonine, sérine, proline, glycine et alanine, et une
proportion faible des acides aminés dicarboxyliques.

Aprés réduction en milieu dissociant, la fraction glycoprotéique
majeure apparait légérement 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'électrophorése montre que la majo-
rité du mucus réduit pénétre 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
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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 l'acide glutamique et
de la cystéine plus faible. Ces résultats indiquent qu'en milieu dissociant,
les agents réducteurs entrainent une dépolymérisation des mucines probable-~
ment par rupture de ponts disulfure au sein de 1'édifice macromoléculaire.

Aprés réduction et filtration sur Sepharose en milieu non disso-
ciant, le retard a 1'élution 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 a 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 celle des acides ami-
nés dicarboxyliques plus faible.

Ces résultats indiquent que la dépolymérisation des mucines est
plus importante aprés réduction en milieu non dissociant qu'aprés réduction
en milieu dissociant. La rupture de ponts disulfure, qui rend compte de
1'action des réducteurs en milieu dissociant, ne peut cependant 3 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
bronchiqﬂes précédemment envisagé, 1'intervention d'un systéme mucolytique
activé par les agents réducteurs doit &tre envisagé lorsque 1la réduction
s'effectue en tampon non dénaturant.






Ill. Discussion générale sur l'action

des agents de réduction

sur les mucines bronchiques
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Les agents réducteurs sont de longue date connus comme agents mu-
colytiques et mucorégulateurs et parfois utilisés a des fins thérapeutiques
pour fluidifier les secrétions bronchiques dans les é&tats d'hypersecrétion
bronchique (Webb,1962; Sheffner, 1963; Gernez-Rieux et al.,1964; Hammerschlag
et al.,1980; Li et al.,1980; Melville et al.,1980; Puchelle et al.,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 & thiol pouvait &tre 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 systéme muco-
lytique.

L'effet de rupture de ponts disulfure est indiscutable quand on
considére la diminution de la taille 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 mucines
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 systéme mucolytique dont la nature reste encore incertaine. Un
certain nombre d'éléments convergent cependant qui laissent penser qu'il
s'agit d'un phénoméne de protéolyse de nature enzymatique:

- l'intervention probable d‘un tel phénoméne avait deja
6té proposée par Lamblin et al. (1979) pour expliquer 1'hétérogénéité des
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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 bitonnets de longueur trés variable.

- par rapport & la réduction en milieu dénaturant, la
réduction en tampon phosphate 0.075M, pH 7.3 produit des mucines de plus pe-
tite taille, dont 1'élution d'une colonne de Sepharose est plus retardée et
dont la masse moléculaire est significativement plus faible. L'analyse élec-
trophorétique révéle que ces mucines se colorent moins par l'amidoschwarz; a
1'analyse chimique, les modifications portent non sur la fraction glycanni-
que mais sur l'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 1'incu-
bation de mucines bronchiques natives de haut poids moléculaire avec deux
inhibiteurs de protéases agissant simultanément (PMSF et EDTA) protége ces
glycoprotéines de 1'effet mucolytique induit par le mercaptoéthanol ou l'a-
cétate 4-aminophenylmercurique (APMA). ;

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

- de nombreux inhibiteurs de protéases & caractére neu-
tre, dont certains possédent 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 systéme(s) protéolytique(s) reste encore spécdlatif. Une action
directe sur une thiol-protéase ou la libération d'une protéase & partir d'un
complexe protéase-inhibiteur de protéase inactif peuvent &tre envisagées.
Ces complexes enzyme-inhibiteur constituent selon Houdret et al. (1983) des
structures protéiques de faible masse moléculaire, associées aux mucines
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bronchiques, et dissociables de celles-ci par é&lectrophorése en gel de poly-
acrylamide en présence de SDS. Le mercaptoéthanol et 1'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 l'effet de mucolyse.

L'étude des phases solubles provenant de deux malades différents a
montré que 1'importance du systéme mucolytique susceptible d'étre 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 a ce jour pour tenter d'établir une corrélation é-
ventuelle entre la sensibilité d'un mucus & un agent de réduction et 1'exis-
tence d'une pathologie associée bien définie.

Cette observation pourrait cependant avoir une portée plus généra-
le que le cas ponctuel é&tudié. Le concept qui s'en dégage conduirait & envi-
sager, en dehors de toute recherche de corrélation clinico-biologique, que
la sensibilité du mucus bronchique aux agents réducteurs peut varier d'un
individu & 1'autre.

La résistance que nous avons observée & la réduction des mucines
‘de la phase soluble Lak... est comparable & 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'entraine pas de modification de leur profil d'élution d'une
colonne de Sepharose 4B. En conséquence Feldhoff et al. (1979) ont estimé
que la rupture seule de liaisons disulfure dans les mucines ne conduit pas &
une diminution importante de leur taille moléculaire. Creeth et al. (1977)
ont é&galement rapporté que, concernant la masse moléculaire des mucines
bronchiques, l'effet de la réduction par le dithiothréitol en milieu non
dissociant varie beaucoup d'une expectoration & 1'autre.

Williams et al. (1982) et Carlstedt (1982) ont récemment rapporté
que les mucines trachéobronchiques normales résistent en milieu dissociant a
l'action du dithiothréitol. Ces auteurs considérent en conséquence que la
structure moléculaire des mucines ne peut résulter d'une polymérisation d'é-
ventuelles sous-unités reliées par ponts disulfure. Cependant ils n'écartent
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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 1'édifice. Selon Williams
et al. (1982), les différences de comportement des mucines trachéobronchi-
ques vis-a-vis des agents réducteurs seraient en fait le reflet de l'activi-
té protéolytique endogéne de chaque mucus: 1'activité dans le mucus serait
probablement plus faible chez 1'individu normal que chez le malade atteint
de bronchite chronique ou de mucoviscidose.






TROISIEME PARTIE

ORGANISATION SUPRAMOLECULAIRE

DES MUCINES BRONCHIQUES
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Quand on examine la littérature sur les mucines bronchiques, il
ressort de l'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 &té souligné dans
la premiére partie de ce mémoire, une part importante de cette hé&térogénéité
semble s'expliquer par la diversité des matériels d'étude utilisés. En effet
certains auteurs ont travaillé sur la secrétion bronchique totale (Boat et
al.,1976), d'autres plus nombreux ont travaillé sur les phases séparées (fi-
brillaire et/ou soluble) du mucus (Roussel et al.,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 & vitesse élevée (Creeth
et al., 1977; Rose et _al.,1979) ou 4a basse vitesse (Brogan,1959; Havez et
al.,1967; Ryley,1970; Degand et al.,1973b; Roberts,1974,1976; Lafitte et
al.,1975; Lamblin et al.,1977b; Brown et al.,1981).

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

Il était dés lors intéressant d'entreprendre comme premier point
de cette troisiéme partie du mémoisye une étude systématique de 1'influence
de 1'hydratation sur la solubilisation du mucus bronchique. Ce travail a
permis d'évaluer les effets de la dilution et de l'agitation sur 1la solubi-
lité des molécules non dialysables de 1'expectoration recueillie au cours
d'affections bronchopulmonaires variées, et de déterminer la teneur des com-
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posants macromoléculaires solubles et non solubles dans la secrétion bron-

chique native.

Le second point de cette troisiéme 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. Aprés purification, ces molécules sont apparues en microscopie
électronique sous la forme de longs filaments polypeptidiques dont la flexi-
bilité est cependant limitée par la présence de nombreuses chaines latérales
glycanniques (Lamblin et al.,1979). Cependant la distribution des longueurs
des molécules ainsi purifiées est apparue beaucoup plus grande que ne le
laissait prévoir leur caractére homogéne en chromatographie de gel filtra-
tion. Il a été suggéré que cette hétérogénéité pouvait étre liée 4 1'action
d'un systéme mucolytique de nature enzymatique (Lamblin et al.,1979). De
fait, le travail exposé dans la deuxiéme partie du mémoire a montré qu'en
milieu non dissociant les agents réducteurs possédaient la propriété d'acti-
ver un systéme protéolytique mucolytique.

Ayant ainsi é&tabli que les molécules p?éparées par ré-
duction du mucus bronchique ne correspondaient en réalité qu'a des fragments
de mucines, et mettant & profit l'observation que la majorité des composants

macromoléculaires peuvent étre extraits par simple agitation mécanique d'une
dilution aqueuse étendue du mucus bronchique (Feldhoff et al.,1979), une
nouvelle 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 1'électrophorése en gel de polyacrylamide et en microscopie élec-
tronique. Grdce a cette nouvelle approche physicochimique, une nouvelle dé-
finition de la structure complexe des mucines bronchiques pourra étre propo-
sée. '






. Influence de I'hydratation

sur la solubilisation

du mucus bronchique
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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 a 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 & une dilution
progressive par l'eau distillée selon une méthode comportant 4 étapes (Fig.
33). A chaque étape, 3 volumes d'eau sont ajoutés soit a l'expectoration
soit au culot résiduel; le mélange obtenu est agité a 4°C sur agitateur ma-
gnétique tournant & 2000 rpm, puis centrifugé a 4000g pendant 30mn. Les sur-
nageants recueillis (I,II,III et IV) ainsi que le dernier culot sont dialy-
sés contre de l'eau distillée pendant 4 jours, lyophilisés et pesés. Les
composants macromoléculaires totaux de 1'expectoration apparaissent ainsi
formés par les composants macromoléculaires solubilisés (ensemble des surna-
geants I,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 solubilisés aprés dilution par 3 volumes d'eau,
tandis que, aprés 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 aprés dilution de 1'expecto-
ration par 12 volumes d'eau

32 expectorations différentes ont été extraites en une fois par 12
volumes d'eau, avec agitation pendant 24h a 4°C et 2000 rpm. Aprés centrifu-
gation pendant 30mn & 4000g, les surnageants et culots obtenus ont été dia-
lysés, lyophilisés et pesés.
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EXPECTORATION

+ 3 vol eau; agitation 4h, 4°C
centrifugation 4000g, 30mn
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fo==-- Surnageant I Culot

+ 3 vol eau; agitation 12h, 4°C
centrifugation 4000g, 30mn
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7---Surnageant II Culot

+ 3 vol eau; agitation 4h, 4°C
centrifugation 4000g, 30mn
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r-Surnageant III Culot
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Figure 33 : Schéma de la dilution progressive des expectorations par 1'eau
TN distillee.
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Figure 34 : Effet de la dilution progressive par 1'eau sur 1'extractibilité
—_— des composants macromoléculaires des expectorations. Nombre de
malades examinés : 18; pourcentage moyen et étendue des valeurs.





























































































































































































































































































































































































