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Les mucines, tant  au  plan quant i ta t i f  que qual i tat i f ,  représentent un 

const i tuant important des sécrétions qu ' i l  s'agisse de produ i ts  d 'or ig ine 

respiratoire, digest ive ou génitale. Le mucus, par  sa composition, par  ses 

propr iétés physiques, assume de nombreuses fonctions d ' in térêt  local ou 

général. A u  niveau d e  l 'arbre respi rato i re par  exemple, la fonct ion muco-ciliaire 

dépend certes de l ' in tégr i té  des cellules de surface de la muqueuse mais aussi 

d'une déf in i t ion biochimique, physique, précise e t  spécif ique du mucus trachéo- 

bronchique. Toute modification pa r  rappor t  à cet équi l ibre sécrétoire aura donc 

des conséquences e t  c'est bien ce que l'on observe dans la pathologie où stase 

du mucus, infection, dégradation de la muqueuse, sont les éléments 

séméiologiques d'une bronchite. 

Les sécrétions sont des mélanges complexes où on t  été caractérisés de 

nombreux composants , mais sans conteste, les mucines représentent par  leur  

nature, leur  s t ructure,  l'élément fondamental e t  or iginal de cet te sécrétion. On 

peut  toutefois en donner une déf ini t ion biochimique générale. Ce sont : 

- des molécules de grande tail le moléculaire pouvant  at te indre 

plusieurs millions de daltons. 

- des glycoprotéines fortement glycosy lées où la copule osidique 

représente 70 à 90 % de la molécule (FELDHOFF e t  coll, 1979 ; BHASKAR e t  

coll, 1981) (43,13). 

- des glycoprotéines dont  l'axe peptidique possède une composition 

t rès or iginale où les hydroxyamino-acides interv iennent  pour  env i ron  30 à 40 % 

e t  où est aussi à signaler la prédominance de t ro is  autres résidus d'acides 

aminés : la proline, l'alanine e t  la g lyc ine (20 à 25 %). 

T r è s  v i te  le concept de "répétit ions" d'acides aminés ou même 

"d'unités répét i t ives" de séquences t rès  homologues, représentat ives de 

"domaines" a été évoqué (PIGMAN e t  coll, 1973 ; TIMPTE e t  coll, 1988) 

(139,186). 

Toutefois les d i f f icu l tés d e  pur i f icat ion e t  d'étude de ces glyco- 

protéines o n t  été un facteur l imitant pour  af f i rmer déf ini t ivement ou  inf i rmer ces 

hypothèses. De même la not ion de "structurat ion", "d 'a~semblage'~ d'unités 

simples pa r  association non covalente ou pa r  liaison covalente connue (pont  

d isul fure)  o u  à découvrir ,  a été retenue pour  in tégrer  les hauts poids 

moléculaires des mucines. De multiples proposit ions de modèles o n t  été avancées. 

Certaines apparaissent en relation avec l 'or igine t issulaire des mucines, d'autres 

avec leurs fonctions biologiques, d'autres enf in  avec leur glycosylation. 



I I est généralement admis qu'un squelette pept idique d e  rnucines serait  

une alternance p lus  ou moins régul ière de l ' touffes de glycosylation" e t  de 

"zones nues" dont la signif ication, la fonction ne  sont pas établies. 

II reste que la par t ie  glycannique des rnucines est capitale e t  présente 

un rd le majeur suppor t  de  la notion, pour  ces glycoprotéines, de  résine 

biologique ; de suppor t  sérologique ; d'haptène ; d'élément bactériostatique 

(RAMPHAL e t  PYLE, 1983) (144) ; de t re i l l is  moléculaire ; d'anti-enzyme ; de 

t ransporteur  protéique, peptidique, l ipidique, etc (LE TREUT, 1983) (108). 

Connaître mieux I 'axe peptidique permettrai t  d e  mieux comprendre encore la 

relation s t ruc ture  / fonct ion de ces entités moléculaires. 

Aborder ce sujet par  la biologie cel lulaire e t  moléculaire, ce serait, en 

cas de réussite, a l ler  vers  le gène e t  les mécanismes d'expression e t  de 

régulat ion de la biosynthese des rnucines. 

Notre t ravai l ,  malgré les d i f f icu l tés techniques prévisibles, a été 

or ienté vers  la déf in i t ion de l 'axe peptidique des rnucines. 

Notre mémoire est ar t icu lé en t ro is  par t ies : 

- Une premiére par t ie  où sont rappelés les points importants de la 

biochimie des rnucines 

- Une seconde par t ie  expose les étapes de no t re  approche 

biochimique, à savoir I'obtention de glycopeptides de rnucines 

trachéo-bronchiques ; leur  déglycosy lation ; les tentat ives de séquence p a r  la 

méthode d e  Edman d e  ce matériel e t  I 'obtention d'anticorps polyclonaux par  

injection des préparations chez le lapin. 

- Une troisième par t ie  est consacrée à l 'apport d e  la biologie 

moléculaire : la préparat ion dlARN messager e t  celle d'ADN complémentaires de 

ces A ' R N ~  de muqueuse trachéo-bronchique humaine. 



CHAPITRE I : 

DEFINITION GENERALE DES MUCINES 

O 0 O 0  



Les mucines trachéo-bronchiques t i r e n t  leur  or ig ine de deux types 

cellulaires. Les cellules muqueuses, pa r t i e  constituante de glandes mixtes 

trachéobronchiques, d'une par t ,  et, d 'autre par t ,  les cellules caliciformes qui, 

avec les cellules ciliées, const i tuent le revêtement de surface de la muqueuse. 

Les mucines, rejetées dans la lumière, par t ic ipent  au  film de mucus qui, en 

situation physiologique, tapisse l 'arbre trachéobronchique. 

II n'est pas possible directement de  d is t inguer les mucines en fonction 

de leur or ig ine cellulaire. Leur classif ication est donc généralement en  relat ion 

avec leur nature biochimique. 

Les mucines se définissent comme des glycoprotéines de t rès  haute 
6 masse moléculaire (supérieure à 10 daltons) . Ce sont des O-GLYCOPROTEINES. 

En effet, plusieurs centaines de chaînes oligosaccharidiques sont reliées à l'axe 

peptidique par  une liaison de type O-glycosidique impliquant la fonct ion 

hémiacétalique de la N-acétylgalactosamine e t  la fonct ion alcoolique de résidus de 

sérine ou de thréonine. 

La par t ie  glycannique reprksente 70 à 90% de la mucine : elle est 

constituée d'assemblages osidiques composés de résidus d'hexosamine (N-acétyl 

galactosamine, N-acéty lglucosamine) , d' hexoses (galactose), de  fucose, d'acide 

N-acétylneuraminique. Des résidus de sulfate peuvent subst i tuer  les chaînes 

glycanniques. 

C'est en fonction de leur caractère anionique relat i f  que l 'on a pu 

re ten i r  la terminologie de mucines "neutres1', faiblement acides ou t rès  acides. 

Une autre écr i tu re  est également uti l isée. Elle ret ient  les termes de 

l'fucomucines", "sialomucines" ou 'lsulfomucinesll. En fait, ces termes n e  peuvent  

rend re  compte du détai l  s t ruc tura l  des mucines e t  peuvent ê t r e  considérés 

comme "excessifs" d u  fa i t  de l'extrême hétérogénéité des glycannes subst i tuant  

leur  axe peptidique. 

Ainsi l'élément majeur définissant ce groupe de glycoprotéines est-il 

représenté pa r  la notion de liaison O-glycosidique sensible aux agents alcalins. 

L'ut i l isat ion de ces agents a été le vér i table point  de  départ des recherches 

structurales s u r  la par t ie  glycannique des mucines, puisque la réact ion de 

$-élimination suivie d'une réduct ion peut  l ibérer  les glycannes d e  I'axe 

peptidique (CARLSON, 1968 ; GINSBURG e t  coll, 1969 ; KORNFELD e t  coll, 

1976) (22,47,94). 



Quant à la par t ie  peptidique, c'est p lus récemment que les techniques 

de déglycosylation ut i l isant  l 'acide f luorhydr ique ou l'acide trif luorométhane 

sulfonique o n t  rendu possible une approche, bien que limitée, d e  l 'étude de 

l'axe peptidique (LENARD, 1969 ; EDGE e t  coll, 1981) (106,40). 

1 - ELEMENTS DE STRUCTURE DES MUCINES 

Une étape essentielle avant la recherche s t ruc tura le  a consisté e n  la 

mise en place d'un protocole de préparation, d'isolement e t  d e  pur i f icat ion des 

mucines. 

A - Isolement e t  pur i f icat ion des mucines bronchiques 

Les mucines bronchiques on t  été isolées e t  pur i f iées à p a r t i r  d e  

di f férentes sécrétions provenant de sujets sains ou de pathologies diverses. La 

recherche d'un matériel physiologique a condui t  à l 'ut i l isat ion d e  sécr6tions 

provenant d'aspirat ions trachéales sous bronchofibroscopie (SACHDEV e t  coll, 

1980) (1 56), d'aspirations par  l 'or i f ice d 'une trachéotomie (SNYDER e t  coll, 

1982a) (1 75), pa r  lavages bronchoalvéolaires (LAFITTE e t  coll, 1977) (97). 

Certains auteurs (DEGAND e t  coll, 1973a, 1973b, 1974) (31,32,34) on t  u t i l i sé  le  

contenu de kystes bronchogéniques comme matériel de référence de normalité. 

Le p lus souvent, les exigences en quanti té de matériel o n t  amené les 

auteurs à recuei l l i r  les expectorations de sujets hypersécrétants présentant  des 

états pathologiques tels que la bronchi te chronique, l'asthme o u  la 

mucoviscidose. . . 

Les sécrétions sont congelées t rès  rapidement après l e u r  recuei l  e t  

conservées à -20°C jusqu'au moment de leur  uti l isation, ceci a f i n  de  l imi ter  

l 'action de protéases, de glycosidases qui pourra ient  dégrader les mucines avant  

leur traitement. 

Les mucus avant  pur i f icat ion des mucines doivent  ê t r e  solubilisés. 

Cette étape nécessite des choix techniques importants qui inf luencent la qual i té 

des mucines e t  su r tou t  la conservation o u  non de leur  é ta t  nat i f .  L'action 

d'enzymes protéolyt iques a été proposée (ROUSSEL e t  coll, 1976) (155)- Des 

agents réducteurs, tels que la N-acétyl cystéine ou le $-mercaptoéthanol o n t  

été largement ut i l isés (ROBERTS, 1976) (1 48). Des méthodes physiques comme 



la solubil isation des gels par  d i lu t ion  e t  agitation en sérum physiologique 

(HAVEZ e t  coll, 1967) (63) ou la sonication (SACHDEV e t  coll, 1980) (156) on t  

aussi été préconisées. Des agents dissociants, tels que l'urée, la guanidine, le 

SDS ont  été à la base de protocoles de solubil isation des sécrétions (ROBERTS, 

1974 ; WHITNEY e t  coll, 1978) (147,193). 1 1  apparaît aujourd 'hui  que les 

méthodes de d i lu t ion seraient les p lus fiables. 

La pur i f icat ion des mucines a en général nécessité l'association d e  

di f férentes étapes faisant appel à la chromatographie (gel perméation, échange 

ionique) mais aussi à la centr i fugat ion isopycnique en gradient  de densité de 

sels de césium (CREETH et  coll, 1977) (28). D'autres techniques, telles que la 

précipi tat ion au po in t  isoélectrique, la précipi tat ion p a r  le cétavlon 

(TETTAMANTI e t  coll, 1968) (184) ; la dansylation (TABAK e t  coll, 1982) (182) 

sont plus anciennes e t  aujourd'hui peu utilisées. 

L'état de pure té  des préparat ions obtenues est testé pa r  électro- 

phorèse réalisée en gel d'agarose, I'électrophorégramme étant  révélé pa r  

d i f férents colorants tels que : le réact i f  de SCHIFF (après oxydat ion periodique 

(PAS) ; le bleu de toluidine. L 'af f in i té  des mucines pour ces deux colorants 

atteste de leur  caractère glycoprotéique e t  de  leur  degré d'acidi té relat i f .  

B - Poids moléculaire des mucines 

Les éléments contenus dans la l i t té ra ture  quant  à l'estimation de la 

masse moléculaire des mucines, apportent des résultats t rés d i f férents,  selon les 

auteurs, selon les techniques uti l isées mais aussi selon le protocole de 

pur i f icat ion retenu. 

On sait en e f fe t  que les mucines dans les sécrétions représentent un 

assemblage associatif avec nombre d e  const i tuants aussi variés que des 

protéines, des glycoprotéines (protéines sériques, telles que la sérum- 

albumine : des immunoglobulines A sériques 7 S e t  sécrétoires 11 S (HARBITZ 

e t  coll, 1980 ; HAYEM e t  DEGAND, 1980 ; KOTLAR e t  coll, 1980 ; STOCKLEY 

e t  BURNETT, 1980) (59,65,95,179), des acides nucléiques (PICOT e t  coll, 1978) 

(137) e t  des composants de faible poids moléculaire tels que les polypeptides 

riches en pro l ine ou P.R.P. (BAILLEUL e t  coll, 1977 (8 ) ) ,  les lipides, les 

glycolipides en quanti tés importantes en cas de surinfect ion (HOUDRET e t  coll, 

1986) (78). 



D'autres éléments jouent aussi un rale considérable (JONES e t  REID, 

1978) (86) : 

- des composants d'or igine plasmatique tels que l'eau, les électrolytes 

- e t  su r tou t  les phospholipides, dont  le sur factant  p rodu i t  par  les 

pneumocytes de t ype  II des alvéoles pulmonaires e t  les cellules d e  CLARA à 

l 'extrémité des bronchioles. 

A I'Cnumération de tous ces constituants, on  mesure la d i f f i cu l té  

d 'obteni r  des préparat ions de  mucines satisfaisantes, homogènes où t o u t  

contaminant serai t  éliminé. 

II n'est pas non p lus  négligeable de considérer en fonction de  la 

présence d'un g rand  nombre d'enzymes la possibil i té de  v o i r  la dégradation des 

mucines avant  puri f icat ion, dégradat ion pouvant i n te rven i r  t an t  au  niveau de  

leur  copule g luc id ique qu'au niveau de  leur  axe peptidique. 

Nous avons rassemblé (Tableaux nO1 e t  2 )  les résul tats  les p l u s  

s igni f icat i fs  a u  regard  : 

- de  l 'or igine normale ou pathologique des sécrétions à p a r t i r  desquelles 

les mucines on t  été puri f iées 

- des méthodes de solubil isation du mucus : par  des agents dissociants, 

réducteurs, chaotropiques ou protéolyt iques 

- des méthodes de pur i f icat ion des mucines : ul t racentr i fugat ion,  

sédimentation à l 'équil ibre, gel perméation, précipi tat ion par  des solvants 

organiques, précipi tat ion au  po in t  isoélectrique, préc ip i ta t ion p a r  formation d e  

complexes avec des ammonium-quaternaires . 

De l'ensemble des données, nous retenons : 

- que les techniques non dégradantes de solubil isation des mucines donnent 

en règle générale les masses moléculaires les p lus  élevées (CREETH e t  coll, 

1977 ; FELDHOFF e t  coll, 1979) (28,43). 

- que l 'ut i l isat ion d'agents dissociants respecte semble-t-il l ' in tégr i té  des 

mucines e t  leur  tai l le : l 'urée 6M (JENSSEN et  coll, 1980 ; ROBERTS e t  coll, 

1974) (84,144) ou 8M (H ILL  e t  coll, 1977a) (74) ; le ch lo rhydra te  de guanidine 

6M (CARLSTEDT e t  coll, 1983) (24)  ; le SDS 1% (MANTLE e t  coll, 1981) (116). 

- enf in ,  que la protéolyse o u  les agents réducteurs donnent des masses 

moléculaires beaucoup p lus  faibles (DEGAND e t  coll, 1973a, 1973c ; LHERMITTE 

e t  coll, 1976 ; ROUSSEL e t  coll, 1976 ; LAMBLIN e t  coll, 1979) (31,33,109, 

155,99). 



Tableau nO1 : Estimations de masses moléculaires de mucines trachPobronchiques humaines de sécretions normales ou pathologiques 



Tableau n02 : Masses mol6culaires de mucines de diverses o r ig ines  avant e t  après ac t i on  d'agents mucol .~t iques 

: AUTEURS : TETTAMANTI :HILL e t  col l (1977a):  ALLEN e t  : MANTLE e t  c o l l  : MARSHALL e t  : PEARSON e t  : CARLSTEDT e t  c o l l  : 
(74) : e t  co l1  (1968): : SNARY (1972) : (1981b) (116) : ALLEN (1978) : co l1  (1982) : (1983a) (24) : 

( 184) (1) (120) : (133) 

: Or ig ine : mucine sous- : mucine s a l i v a i r e  : mucine : mucine i n t es t i na l e :  mucine : mucine : mucine cerv ica le  : 
: de l a  : m a x i l l a i r e  : de mouton : gast r ique : de porc : co l ique  : b i l i a i r e  : humaine 
: mucine : ovine : humaine : de porc : humai ne 

:-Formation d ' l :  - Dansvlation (b lo :  : - Raclage de l a  : - Gel :-SepharoseCL4B: - Ex t rac t ion  par : 
: complexe par : cage des fonct ions:  :muqueuse (NaC10,2M): f i l t r a t i o n  :(gel f i l t r a t i o n )  l e  ch lorure de : 
: l e  cétavlon : amines l i b r e s )  : Mesure de : - Centr i fugat ion : - Ul t r a c e n t r i :  - Ul t r a c e n t r i :  guanidinium 6M : 

: Mode de : -Préc ip i ta t ion:  - Diminut ion des : l a  v i tesse : à 6000 g : fugat ion à : fuga t ion  à : - P u r i f i c a t i o n  par: 
: f ract ionnée : in te rac t i ons  élec : de : -Ul t racent r i fugat ion 1 'équi 1 i b r e  : 1 'équi  1 i b r e  :u l t racen t r i fuga t ion :  

: pu r i -  : par l ' é thano l :  t ros ta t iques  entre:  sédimentation: du surnageant en : : en Cscl : en gradient de : 
: les  fonct ions : Cscl :-Exclusion en : densi t é  

: f i c a t i o n :  : aminées ( l y s i n e )  : : - Sepharose 4 B : :gel f i l t r a t i o n :  Cscl /chlorure de : 
: e t  l es  fonct ions 0: : Sepharose 28 : guanidinium 
: ou r carboxyl iques: 
: des mucines (TABAK: . . 
: e t  co l  1,1982) (182) : 

: Masse : 394000 en :-547000 (NaC10,SM) : 6 : molé-. : so lu t i on  de :-155000 (NaCl 2M) : 2 . 1 0 ~  I 1,7.10 106 107 
: c u l a i r e  : NaCl 0,2 M :-224000 (as ia lo -  : 
: (DALTONS) : : mucine) 

: -58300D(apomucine) : 

: Autres méthodes de p u r i f i c a t i o n  : Diminut ion : - apr6s pronase : - omercapto : :- Di  t h i o t h r e i  t o l  en: 
: . chauffage 100°C. ex t r ac t i on  : de l a  masse : 4 X 450000 Da : éthanoh 0,ZM : : m i l i t u  d issoc ian t  : 
:CHCI e t  Biogel P300 (OEMRAWSINGH : molécugaire : - pronase pu is  P : : 6.10 Da : : 2.10 Da 
:e t  R~UKEMA, 1974) (126) (mucine : à 5.10 Da : mercapto ethanol : - prongse : : :- Trypsine : 
:sous-maxi 11 a i r e  humaine) : après p mer- : 270000 Da : 1,5.10 Da : : 380000 Da (SHEEHANI 

:REMARQUES: . Sephadex 6200 : reduct ion : capto éthanol:- Pmercapto éthanol: - pronase e t  : :e t  CARLSTEDT, 1984) : 
: Sepharose en urge 6M puis  échange: ou ac t i on  : seul : 240000 Da : $ mercapto : :- mucines ngt ives : 
: ionique CM52 ce l l u l ose  en urée 6M: d'enzvmes : e t  90000 Da : éthanol sous : : 10 à 15.10 Da : 
:(HERZBERG e t  co l  1, 1979) (69) : protéo ly t iques:  :uni té :  760000Da: : réduihes 2, l  à 
: mucine s a l i v a i r e  de singe) :SCAVEN e t  co l1  : : 2,9.10 Da 
: . 100°C SephacrylS (MALINOWSKI: (1977) (162) : : - d iges t ion  : 
: e t  co l1  , 1981) (118~~rnucine :PEARSON e tco l  1 : :tr.ypsique = 4.10 Da: 
: s a l i v a i r e  de r a t  : (1980) (131) : (164) 



Pour certains auteurs, l 'action des enzymes tels que la pronase, la 

t rypsine,  la pepsine serait capable de l ibérer  les sous-unités st ructura les des 

rnucines. La masse moléculaire de ces sous-unités représenterait, dans le cas 

des rnucines gastr iques et intestinales, le quar t  envi ron de la mucine nat ive 

(SCAWEN e t  coll, 1977 ; MANTLE e t  coll, 1981) (162,116). 

A u  niveau d u  protocole de puri f icat ion, qu'il s'agisse de 

centr i fugat ion, de chromatographie de perméation en milieu dissociant, d'échange 

ionique, cette étape ne peut  inf luencer la valeur mesurée de la masse 

moléculaire des rnucines que s i  elle favorise l'élimination d'éléments interact i fs 

faci l i tant leur  agrégation. 

Quant à l'estimation des masses moléculaires des mucines, diverses 

méthodes o n t  été préconisées : 

- la détermination de la S;OW par  u l t racentr i fugat ion (DEGAND e t  coll, 

1973a,c ; HAVEZ e t  coll, 1973 ; CREETH e t  coll, 1977) (31,33,64,28). 

- - les mesures de sédimentation à l 'équi l ibre (ROBERTS, 1974 ; MARSHALL 

e t  ALLEN, 1978 ; LAMBLIN', 1979) (147,120,99). 

- la microscopie électronique (LAMBLIN e t  coll, 1979 : JENSSEN e t  coll, 

1980 ; HARDING e t  coll, 1983a) (99,84,60). 

- la chromatographie de gel f i l t ra t ion  (WHITNEY e t  coll, 1978 ; ROSE e t  

coll, 1979 ; PEARSON e t  coll, 1982) (193,150,133). 

6 
A u  total, des poids moléculaires allant de 180000 à 7.10 daltons ont  

p u  ê t re  avancés pour les rnucines trachéobronchiques. I l s  sont, nous y 

insistons, fonction des protocoles suivis, des or igines tissulaires des rnucines, 

de leur caractère normal ou pathologique. Des masses moléculaires de 500000 à 

plusieurs millions pourra ient  être, nous le pensons, représentatives des mucines 

natives. 

C - Composition en acides aminés des rnucines 

La par t ie  protéique des rnucines représente, selon leur  provenance, 

de 14% (mucines coliques de r a t  : MURTY e t  coll, 1978) (124) à 37% (mucines 

salivaires de mouton : HILL e t  coll, 1977a) (74) du poids moléculaire. Dans le 

cas par t icu l ier  des rnucines trachéobronchiques, il existe de grandes variations 

entre les résultats rapportés dans la l i t té ra ture  (de 10% (ROUSSEL e t  coll, 

1975) (154) à 30% (SNYDER e t  coll, 198213) (176)). 



Au plan qual i ta t i f ,  la composition en acides aminés est tou t  à fa i t  

originale, les résidus de sérine, thréonine, proline, g lyc ine e t  alanine 

représentant de 66 à 75% des résidus amino-acides totaux dosés (Tableaux n03 

e t  4). 

1 - Les acides aminés hvdroxvlés 

La teneur en acides aminés hydroxy lés  (sérine + thréonine) var ie  de 

19 à 48%, ce qui const i tue une "grande variabil i té1' de  situation à l ' in tér ieur  

des mucines. Le rappor t  sérinelthréonine var ie  relativement peu : de 0,59 à 

0,77 pour les mucines bronchiques. II peut  ê t re  t rès  d i f fé rent  dans le cas de 

mucines d'autres localisations : 

- supérieur à 1 dans le cas de préparat ions de mucines salivaires de boeuf 

(TETTAMANTI e t  coll, 1968) (184) ; de mouton ( H I L L  e t  coll, 1977a) (74) ; ou 

de chien (MALINOWSKI e t  HERP (1981) (114). 

- égal à 0,45 dans le cas des rnucines cervicales humaines (YUREWICZ e t  

MOGHISSI, 1981 ) (203). 

Quant aux rnucines bronchiques, leur  taux  d'hydroxyamino-acides 

var ie en fonction du protocole de pur i f icat ion adopté. Les préparat ions de 

rnucines bronchiques les p lus  riches en acides aminés hydroxylés (40 à 50%) 

sont en ef fet  celles qui ont  été obtenues après solubilisation du mucus pa r  

réduct ion en milieu non  dissociant (ROSE e t  coll, 1979 ; LAMBLIN e t  coll, 

1979 ; HOUDRET et  coll, 1981) (150,99,77). L 'addit ion de l'agent réducteur  

provoque dans ce cas l 'activation de certaines protéases (LE TREUT e t  coll, 

1981 ) (107) qui sont d 'autant  p lus efficaces s u r  les mucines qu'elles se t rouvent  

en mil ieu non dissociant (HOUDRET e t  coll, 1981) (77). Les "mucinesl' ainsi 

obtenues correspondraient en réalité à des sous-fragments de rnucines. 

2 - Les acides aminés dicarboxvl iaues 

Les préparat ions les p lus pauvres en acides aminés hydroxylés sont 

généralement les plus r iches en acides aminés dicarboxyliques. Comme en 

témoignent les taux d f A S ( X )  e t  de GL(X)  de ces préparations. L'explication 

peut  ê t re  à re l ier  a u  fait que ces préparat ions sont souillées p a r  des 

contaminants pept idiques (TABACHNIK e t  coll, 1981 ) (181 ) voi re l ipidiques 

(SLAYTER e t  coll, 1984) (169). 



Tableau n03 : Composi t ion en ami no-acides de quelques mucines t rachéobronchiques humaines d iapres  LE TREUT (1983) (108) 
/ 

: ROUSSEL : CREETH : LAFITTE : ttLDHOFF : LAMBLIN : ROSE : SACHDEV : BHASKAR :TARACHNIK: SNYDER : HOUDRET : 
: AUTEURS : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t  c o l 1  : e t c o l l :  e t c 0 1 1  : 

: (1975) : (1977) : (1977) : (1979) : (1979) : (1979) : (1980) : (1981) : (1981) : (1982b) :  (1981) : 
: (154)  : (28)  : (97)  : (43)  : (99)  : (150) : (156) : (13) : (181) : (176)  : (77)  

3 r i g i n e  : mucovis-:  asthme : normal : asthnie : b ronch i t e :  asthme : normale : asthme : mucovis-:mucovis-: b r o n c h i t e  : 
: mucus : c idose  : :chronique: : c idose  : c idose  : chron ique : 

* .  
: F r a c t i o n :  "S" : 1 8 1  : "3b" : 1 : " C  b" :MGP 0,3M: "HO-4" :"AsEXT" : "AsEXT": " IA "  : "CF-C" : " B ~ " ~ é : " B b " r é :  
: é t u d i é e  : r é d u i t e  : n a t i v e  : r P d u i t e  : n a t i v e  : r é d d i t e  : "HA" : n a t i v e  : n a t i v e  : r é d u i t e :  n a t i f  : n a t i v e  : d u i t e  : d u i t e  : 

: r é d u i t e :  :enmi l i :en  mi : 
1 .  :eu non: l ieu  : 

:d isso  : d i sso  : 
: c i a n t  : c i a n t  : 

: Acides : 
: aminés : 
:mo1/100mol 
: A S ( X ) :  2 , 2  8 , 3  2 , 7  7 , O  3 , 6  4 , O :  6 , 9  7 , l  5 , 5  1 0 , 6  8 , 9 : 2 , 3 : 5 , 3 :  
: THR : 28,7 : 18,l  : 27,5 : 17,O : 24,4 : 23,2 : 16,4 : 17,9 : 22,5 : 9,3 : 19,8 : 29,O : 24,O : 
: SER : 17,O : 1 2 , 7  18,6 : 11,O : 16 , l  : 1 6 , 9  12,5 : 14,1 : 1 3 , 7  1 0 , l  15,2 : 1 9 , 5 : 1 4 , 5 :  
: GL(X) : 4,4 : 8 , l  : 3,9 : 7,8 : 4,2 : 4,3 : 9,5 : 9,7 : 7,8 : 8,7 : 8 , l  : 3 , 2 :  6 , 3 :  
: PRO : 11,8 : 1 0 , 5  14,7 : 10,3 : 11,l : 1 2 , 8  10 , l  : 1 2 , 7  1 3 , 7  5 , 8  12,4 : 1 2 , 5 :  9 , 3 : 2  
: G L Y  : 8,8 : 7 , 6  6,5 : 7,2 : 8,2 : 7 , l  7 , l  : 8 , l  7 , 6  8 , 8  9 , 7 : 5 , 7 : 7 , 0 :  
: A L A  1 0 , 4  : 7 , 2  8,2 : 8,6 : 9,2 : 7 , 6  7,6 : 7 , l :  7 , 5  8 , 5  8 , l  : 9 , 0 : 7 , 0 :  
:1/2CYS : - : 2,6 : 0,6 : 1,5 : 0,7 : 1,3 : 2,3 : 1,l : 1,5 : 9,2 : 1,2 : 0 , 9 :  1 , 5 :  
: VAL : 4,O : 4,8 : 4,O : 6,9 : 3,8 : 4,2 : 6 , l  : + 1 : 6,2 : 4,O : 3 , 7 :  4 , 2 :  
: MET : t r a c e s  : 0,4 : 0,8 : 1,O : 1,2 : 0,6 : 0,9 : : 1 : 0,4 : 0,6 : O, : 
: ILE : 2,2 : 2, l  : 2 , l  : 2,9 : 2 , l  : 1,7 : 2,5 : : 2 , 7  2 , 4  1 , 8 :  2 ,O:  
: LEU : 4,5 : 4,9 : 2,3 : 6,3 : 4,3 : 3,8 : 6,5 : : 6,9 : 6,5 : 3 , l  : 4,5 : 
: T Y R  : t r a c e s :  1 , 8  1,l : 1,l : 1,l : 1 , 6 :  : 1 2 4 , ~  : 20,2 : 2.2 : t r a c e s  : 1,l : 1,8 : 
: PHE : t r a c e s  : 2 , l  : 1,2 : 2 , l  : 1,l : 2,2 : 2,6 : J. 1 : 1,8 : t r a c e s  : 1,2 : 1,9 : 
: LYS : 1,6 : 2, l  : 2,2 : 2,9 : 2,7 : 3,2 : 3,6 : : 2,7 : 2,4 : 1,7 : 2,2 : 
: HIS : 2 , l  : 2,5 : 1,5 : 2, l  : 3,8 : 2,O : 1,9 : : 1,7 : 0,3 : 2,8 : 2,4 : 
: ARG : 2 , l  : 4,2 : 2 : 4,O : 2,5 : 3,5 : 3,5 : : 3,5 : 0,5 : 1 , 7 :  3 ,O:  

: Acides : 
: aminés : . 
: t o t a u x  : 10.15 : 29 : 19,53 : 28 : 13 : 15 : 23,2 : 24 : 18 : ? : 3 0 , 3 : 1 2 , 8 : 1 8 ,  : 



Tableau n04 : Composit ion en amino-acides de d ive rses  mucines 

: PRAKOBPHOL : HtRZBERG : HILL : TtiTAMANTI : LOMBART : MALINOWSKI : MURTY : LAMONT : GOLD : YURtWICZ : 
: AUTEURS: e t  c o l l  : e t  c o l l  : e t  c o l l  : e t  c o l l  : e t  WINZLER : e t  HERP : e t  c o l l  : e t  VENTOLA: e t  c o l l  : e t  MOGHISSI: 

: (1982) : (1979) :(1977a): (1968) : (1974) : (1981) : (1978): (1980) : (1981) : (1981) : 
: (142) : (69) : (74) : (184) : (112) : (114) : (124) : (102) : (52) : (203) : 

homme : s inge  : mouton: boeuf : c h i e n  r a t  : r a t  : r a t  : homme : homme : 

: ASP(X) : 4,9 : 2,5 : 1,69 : 2, l  : 2,4 : 7,27 : 1 0 , 2 :  9,9 : 6 , 4  3,6 : 
: THR : 20,9 : 22,2 : 1 4 1 1 :  15,3 : 14,O : 9,84 : 1 8 1  11,l : 20,l : 26,6 : 
:SER : 16,2 : 15,6 : 1 8 , 5 5 :  20, l  : 11,O : 13,28 : 1 1 7  7,9 : 9,7 : 12,l : 
: GLU(X) : 6,9 : 6,9 : 5 ,25 :  7,5 : 5,4 : 6,60 : 1 5 , 7 : 1 3 , 9  : 8 , 3  5,7 : 
: PRO : 23,7 : 5,7 : 10,61 : 11,l : 9,5 : 8,64 : 9 , 6 :  6,5 : 9,3 : 10,7 : 
: GLY : 1,4 : 16,7 : 19,31 : 17,7 : 25,5 : 5,30 : 8 , 5 :  8,3 : 6,5 : 6,8 : 
: ALA : 14,4 : 8,5 : 13,94 : 12,2 : 11,3 : 5,90 : 6 , 9 :  7,4 : 7,O : 9, l  : 
: 1 / 2 C Y S :  0,lO : 0,35 : - - : 1,2 : - : < 1  : 0,7 : - : 0,5 : 
: V A L  : 3, l  : 7 : 6,78 : 6,7 : 4,9 : 2,19 : 5 , l :  5,6 : 6,4 : 5,O : 
: MET : O,11 : 0,12 : - : 0,09 : 0,2 : 0,33 : - :  0,9 : - :  2,O : 
: I L E  : 1,50 : 3,O : 1 1 4  1,6 : 0,9 : 1,97 : 3,O:  2,9 : 4,5 : 2,3 : 
: L E U  : 2,80 : 3,70 : 3 , 3 6 :  3,7 : 3,8 : 2,24 : 4 , 6 :  8,2 : 7,5 : 5,4 : 
: TYR : 0,14 : 0,35 : - : - : 0,6 : 0,82 : < 1  : 2,2 : 1,8 : 0,3 : 
: PHE : 0,86 : 0,94 : 1,08 : 0,44 : 2,2 : 0,82 : 1,7 : 2,8 : 2,6 : 1,8 : 
: LYS : 1,40 : 1,9 : 0,36 : 0,56 : 1,O : 24,87 : 2,9 : 6,l : 4,5 : 1,4 : 
: H I S  : 0,87 : 1,6 : 0 , 3 1 :  0,15 : 1,2 : 8,34 : < 1  : 1,8 : 3,4 : 1,8 : 
: ARG : 0,69 : 2,7 : 3,52 : 4,3 : 5,O : 1,59 : 1,6 : 3,9 : 2 , l  : 2,7 : 

: pro-  : 
: t é i n e s  : 30,4 : 18,7 : 37,2 : 30,9 : 36,5 : - : 14 : - : - - 
: t o t a l e s :  
: g/lOOg : 

mucines s a l i v a i r e s  mucines c o l i q u e s  : mucines : 
: c e r v i c a l  es : 

AS(X) : ac ide  aspar t ique  ou asparagi  ne 
GL(X) : ac ide  glutamique ou g l  utamine 



Toutefois LAMONT e t  VENTOLA, en 1980 (102), on t  remarqué que  

l 'acidité de  certaines mucines coliques est en par t ie  la conséquence de leur  

richesse part icul ière e n  acides aminés dicarboxyl iques (acide aspart ique e t  

glutamique). GOLD e t  col1 (1981), MURTY e t  col1 (1978) (52,124) on t  rappor té  

que ces deux acides aminés représentent respectivement 15 e t  26% du total des 

acides aminés dosés (Tableau n04). Le taux a t te in t  20% dans le cas des mucines 

intestinales de r a t  (DE LUCA et  col!, 1970) (35). 

3 - Les acides aminés soufrés 

La teneur des mucines en résidus d e  cystéine a fa i t  l 'objet de  

nombreuses controverses. Certains auteurs tels que ROUSSEL e t  col1 (1 975) 

(154), HERZBERG e t  col1 (1979) (69) ou LAMONT e t  VENTOLA (1980) (102) e n  

t rouvent  moins de 0,7 mole/100 moles d'acides aminés dosés. D'autres groupes 

obt iennent des taux p lus  élevés : 1,2% (LOMBART e t  WINZLER, 1974) (112), 

2,3% (SACHDEV et coll, 1980) (156), 2,6% (CREETH e t  coll, 1977) (28). Ces 

divergences sont provoquées par  les taux faibles enregistrés qu i  sont à la l imite 

d 'une estimation r igoureuse pa r  les techniques classiques d 'hydro lyse 

ch lorhydr ique des mucines e t  leur étude s u r  analyseur automatique (résine, 

n inhydr ine) .  

4 - Les acides aminés basiques 

Les acides aminés basiques représentent généralement 3 à 5% des 

résidus dosés. Des var iat ions sont notables selon l 'or ig ine de la mucine. Elles 

sont  toutefois diff ici les à in terpréter .  

Le t ryptophane 

Enf in  rares sont  les art ic les s' intéressant au  contenu en t ryptophane 

dans les mucines. T r è s  faiblement représenté, il est hors  limite des dosages. 

Pour les aut res  acides aminés : la prol ine, la glycine, l 'alanine sont  

au  total représentat i fs de  30% et p lus de l'axe peptidique. Quant aux résidus de 

valine, leucine, isoleucine, tyrosine, phénylalanine, nous devons noter u n e  

certaine constance dans leurs rapports relatifs. 

A u  total, les mucines sont sur tou t  caractérisées pa r  leur richesse en 

acides aminés hydroxylés, acides aminés qui,  dans une t rès  large propor t ion  

sont  impliqués dans les liaisons O-glycosidiques. 



D - Acides aminés N-terminaux e t  séquences part iel les de mucines 

Peu de t ravaux o n t  été publiés concernant des déterminations de séquences 

amino-acides de rnucines. E n  ef fet  leur  haut  degré de glycosylation, la  

fréquence des points d e  branchement des chaînes glycanniques s u r  l 'axe 

peptidique const i tuent des obstacles majeurs pour l 'application de la classique 

dégradation récurrente d e  Edman. 

1 - Acide aminé N-terminal e t  séquence N-terminale d e  rnucines 

~ u r i f i é e s  

S u r  des préparat ions de rnucines bronchiques puri f iées (réduct ion, gel  

f i l t rat ion, échange ionique), DEGAND e t  col1 (1972) (1973a), HAVEZ e t  col1 

(1973) (30,31,64) ont  ident i f ié  un seul acide aminé e n  posit ion amino-terminale : 

I'arginine. Ce même rés idu  amino-acide éta i t  ident i f ié  au  niveau d'un mucus 

cervical de  singe (HATCHER e t  coll, 1977) (62). La thréonine chez l'homme 

(WOLF e t  coll, 1980) (197), l 'alanine chez les bovidés (BHUSHANA R A 0  e t  coll, 

1977) (15) on t  été décr i ts  au niveau de mucus cervicaux. 

HASHIMOTO e t  col1 (1963)' PIGMAN e t  PAYZA (1969) (61,138) o n t  

proposé la séquence suivante pour  l 'extrémité amino-terminale de mucine sous- 

maxil laire bovine : 

GLY - SER - SER - (GLY'THR) 

2 - Acides aminés N-terminaux de glycopeptides de mucines 

Toute une sér ie d'acides aminés t rès  d i f fk rents  on t  été si tués e n  

posit ion N-terminale de glycopeptides de mucines t ra i tés enzymatiquement. A ins i  

PIGMAN e t  PAYZA (1969) (138) ; HASHIMOTO e t  col1 (1963) (61) o n t  obtenu le  

glycocolle en position N-terminale de glycopeptides de mucine sous-maxillaire 

bovine de 28 résidus. 

H I L L  e t  col1 (1977b) (75) ont  obtenu la sérine en tan t  qu'acide aminé 

N-terminal à pa r t i r  de  peptides t rypsiques de mucine sous-maxillaire ovine. 

L'isoleucine occupe la même posit ion pour un peptide t rypsique provenant  de  la 

glande sous-maxillaire d e  porc (ECKHARDT e t  col1 1987) (39). 

Su r  le plan séquence, à p a r t i r  de glycopeptides, des enchaînements 

amino-acides de longueurs variables ont été décr i ts  pa r  : 



- DEGAND et  col1 (1972, 1973a) (30,31) 

au niveau de fucoglycopeptides : ASP-PRO-X-SER-PRO.. . . . 
au niveau de sialoglycopeptides : PRO-THR-ARC-PRO.. . . . . . 

- OZEKl e t  YOSIZAWA (1971) (129) 

au niveau de galactosaminyl peptides : 

SER-SER GLY-SER 

SER - THR - GLY - SER 

I 
GalNAc 

I 
GalNAc 

- H I L L  e t  col1 (1977b) (75) sont parvenus à séquencer partiel lement t ro is  

peptides t rypsiques qui dér ivent  de  I'apomucine sous-maxillaire ovine. La 

séquence amino-terminale de 50 résidus s u r  74 de l 'un des peptides e t  les 

séquences complètes des deux autres hexadécapeptides ont  été réalisées. I ls  

n 'ont  observé aucune séquence répét i t ive e t  on t  ident i f ié u n  rés idu  hydroxy lé  

tous les t ro is  résidus en moyenne. 

Enf in ECKHARDT e t  col1 (1987) (39) on t  réalisé la séquence 

amino-acide d'un peptide t rypsique d e  36 résidus provenant  de  la 

déglycosylation enzymatique de mucine sous-maxillaire de porc. Plus récemment 

ROSE e t  col1 (1989) (152) ont  obtenu quelques élements de séquence amino-acide 

de peptides t rypsiques de mucine trachéobronchique humaine (F igu re  nO1 ). 

A u  total il existe peu de résul tats de séquence peptidique qui ,  de 

toute façon, ne sont représentat i fs que de régions t rès  limitées des mucines e t  

ne peuvent en aucun cas fourn i r  une réelle idée de l 'organisation des zones 

glycosylées ou non glycosylées. 

E - La copule glycannique des mucines 

La composition glycannique des mucines représente d e  70 à 85% de 

leur masse moléculaire. C'est donc la f rac t ion  majoritaire. Les chaînes oligo- 

saccharidiques q u i  la const i tuent sont l inéaires ou ramifiées. Les chaînes sont 

constituées de L-fucose, D-galactose, N-acétyl-D-galactosamine e t  de  N-acétyl-D- 

glucosamine. Des résidus d'acide sialique (N-acétyl e t  N-glycolylneuraminique) 

peuvent fa i re par t ie  intégrante de la f rac t ion  glycannique qui peu t  aussi ê t re  

sulfatée (Tableaux n05 e t  6 ) .  



Figure  n O l  : Quelques séquences amino-acides de pept ides de mucines de d iverses o r i g i n e s  

Séquence en acides aminés de pept ides t ryps iques de mucine sous-max i l l a i re  ovine, d 'apres HILL e t  c o l l  (1977b) (75) 

1 10 
Ser-Ser-Val -Pro-Gl y-Gl u-Ser-Al a-Thr-Pro-Gl n-G1 n-Pro-G1.y-Al a-Leu- 

2 O 3 0 
Ser-Glu-Ser-Thr-Thr-Gln-Leu-Pro-G1.y-Val-Thr-Gl,y-Thr-Ser-A1a-Val- 

4 O 
Thr-Gl y-Ser-Gl u-Pro-Gl y-Leu-Pro-Ser-Thr-Gl .y-Val -Ser-G1 ,y-Leu-Pro- 

5 O 7 4 
G1.v-Thr-(Thr2.Ser4.Pro5.Gl.v4.Ala3 .Val .Leu .Phe2)-Arg- 

1 10 16 

T4C Ser-Ala-Gl y-Ala-Gly-Thr-Ala-G1.y-Val -Asp-Ser-Gl u-G1 u-Thr-Ala-Arg- 

1 1 O 16 

T4F Phe-Ser-Ser-Al a-G1.y-Il e-Pro-Al a-Thr-Pro-G1.y-Ser-Thr-Thr-G1.y-Arg- 

Séquence en acides aminés d'apomucines sous-maxi1 l a i r e s  de porc, d 'après ECKHARDT e t  c o l  1 (1987) (39) 

1 10 
Il e-Ser-Val - A l  a-Gl y-Ser-Ser-Gl .Y-Al a-Pro-Al a-Val -Ser-Ser-G1 .y-Al a- 

20 30 
Ser-Gl n-Al a-Al a-G1 .y-Thr-Ser-Gl y-Al a-G1.y-Pro-G1 .y-Thr-Thr-Al a-Ser- 

Ser-Val -Gl.y-Val- 

Séquences en acides aminés de pept ides t ryps iques  de mucines trachéobronchiques humaines, carboxyamidométhylées 
(d 'après  ROSE e t  c o l l .  1989) (152) 

TR3A Trp-Phe-Asp-Val -Asp-Phe-Pro-Ser-Pro-Gly-Pro-Hi s-G1 ,y-G1.v-Asp-Lys-G1 n-Thr-T.yr-Asn-Asn-11 e 

TR3C Ser-His-Pro-Gl u-Val -Ser-1 le-Asn-His-Leu 



Tableau n05 : Composition osidique de quelques mucines trachéobronchiques humaines d ' aprPs LE TREUT (1983) (176) 

: ROUSSEL : CREETH : LAFITTE : FELDHOFF : LAMBLIN : ROSE : SACHDEV : BHASKAR :TARACHNIK: SNYOER : HOUDRET : 
: AUTEURS : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  co l1  : e t  c o l 1  : e t  c o l l :  e t  co l1  : 

: (1975) : (1977) : (1977) : (1979) : (1979) : (1979) : (1980) : (1981) : (1981) : (1982b): (1981) : 
: (154) : (28) : (97) : (43) : (99) : ( 1 5 0 ) :  (156) : (13) : (181) : (176) : (77) 

: Or ig ine : mucovis-: asthme : normale : asthme :bronchi te:  asthme : normale : asthme : mucovis-:mucovis-: bronch i te  : - 
: mucus : cidose : * -  :chronique: : cidose : cidose : chronique : 
: Fract ion:  "S1' : 1 8 1  : "3b" : "1" : "C b" :MGP 0,3M: "HO-4" :"AsEXT1' : "AsEXT": "1 " : "CF-C" : "BcI1ré: "Bbl'ré: 
: étud iée : r é d u i t e  : n a t i v e  : r é d u i t e  : n a t i v e  : r é d d i t e  : 'HA" : n a t i v e  : n a t i v e  : rédu i te :  n a t i f  : n a t i v e  :du i te  : dui te :  

: rédu i te :  :en m i  : en m i  : 
: l i e u  : l i e u  : 
:non :d isso : 
:disso : c i a n t  : 
:c ian t  : 

: Résidus : 
:de sucres: 
: Rapports: 
: molaires:  

: FUC : 2 , 5 3  1 , 3 9  0 , 6 8  1,86 : 1,91 : 0 , 6 9  1 , O O  0 , 9 0  0 , 9 0  1,554: 5,70 : 0 , 9 8 : 0 , 7 5 :  

: Ga1 : 4 , 0 3  2,82 : 1,52 : 2,21 : 3,48 : 1,61 : 2,lO : 2,60 : 2,60 : 10,04 : 3,50 : 2 , 0 1 : 1 , 5 :  . A 
.-l 

: GalNAC : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1  : 1  : 

: G ~ C N A C  : 2,78 : 2,50 : 0,72 : 1,43 : 2,36 : 0,97 : 1,50 : 1,90 : 1 , 8 0  1,35 : 2,30 : 1 , 4 8 : 1 , 3 0 :  

: N A N A  : 0,28 : 0,17 : 0,58 : 0,71 : 0,24 : 0,75 : 1,30 : 1,10 : 1,10 : 3,29 : 1,30 :0 ,85 : 0 , 7  : 

: Glc : 0,16 : : <0,10 : <0,10 : t races : O : 0,08 : 0,06 : 

: Man : 0,16 : : <0,10 : <0,10 : t races : O : t races:  O : 

--------.--------.---------:--------:------:------: 
: Sucres : 
: t o t a u x  : 84,6 :84 ,6  : 70,4 : 70 : 73,9 : 45,3 : 72,8 : 78 : 86 : 80 : 69,7 : 
: (g/lOOg): 

: S u l f a t e  : . 
: Rapports: 0,65 : 1,46 : 0,13 : - : 0,71 : 1,56 : 0,85 : 0,18 : 0,16 : 6,41 : ? : 0 , 1 3 : 0 , 0 7 :  
: molaires:  . 
: /GalNAc : 

- " - : 4,5 : : Su l fa te  : - :  - - .  " - :  - - .  - :  - :  





La p lupar t  des chaînes glycanniques sont situées dans les régions 

hautement glycosylées de I'hxe peptidique e t  leur  confèrent des propriétés 

part icul ières telles que, pa r  exemple, une résistance à la protéolyse. Certains 

résultats de compositions glycanniques des mucines trachéobronchiques ont  fa i t  

l 'objet de nombreuses interrogations. 

Ains i  certaines fractions cont iennent des traces de glucose e t  de  

mannose qui pourra ient  ê t re  les témoins de glycoprotéines contaminantes 

(CREETH e t  coll, 1977 ; BHASKAR e t  coll, 1981 (28,13)). Dans certains cas 

publiés, le taux  de sucres totaux est in fér ieur  à 50% (ROSE e t  coll, 1979) 

(150). Parfois la composition osidique est  inhabituelle su r tou t  en ce qui 

concerne le galactose, l'acide sialique e t  la richesse en groupements sulfatés 

(TABACHNIK e t  coll, 1981) (181). Pour GOLD e t  coll (1981 1 (52), il n'est pas 

impossible de re ten i r  l 'hypothèse que les mucines de faible tai l le moléculaire 

pourra ient  ê t re  le résul tat  d'une protéolyse d'une mucine de p lus  grosse taille. 

Dans le cas décri t ,  les mucines résul tant  d e  la proteolyse sont p o u r  l'une t rès  

r iche en fucose (l'fucomucinel') e t  pour l 'autre t rès  r iche en acide sialique 

( "sialornucine") . 

L'analyse des s t ruc tures  pub1 iées pour les chaînes glycanniques de 

mucines montre qu ' i l  existe t ro is  régions dist inctes dans ces oligosaccharides 

(Figure n02) : 

- une première région immédiatement a u  voisinage de la l iaison glycanne- 

protéine appelée "noyau" ou "core" de  I'oligosaccharide. Cette pa r t i e  peut ê t re  

de d i f férents types s t ruc turaux (BROCKHAUSEN e t  coll, 1985) (1  9) (F igure  

n03). 

- une deuxième région ou "squelette" de  I'oligosaccharide d e  si tuat ion 

centrale dans le glycanne est formée p a r  l 'addit ion alternée d e  résidus de 

galactose e t  de N-acéty lglucosamine. El le représente l'essentiel des g lycannes les 

p lus  longs (F igure  n02). 

- une troisième région ou "périphérie" peut en f i n  correspondre à un 

antigène de groupe sanguin tels les systèmes A.B.H. e t  LEWIS (HOUNSELL e t  

FEIZI, 1982) (79) mais peut  ê t re  aussi p lus  simple. 

La copule osidique des mucines quelles que soient leurs  or igines se 

caractérise essentiellement par une grande hétérogénéité de longueur des 

chaînes ol igosaccharidiques . 

Les chaînes glycanniques libérées par  !-élimination peuvent ê t r e  

fractionnées pu is  pur i f iées à l'aide de d i f férents protocoles chromatographiques 

permettant ensuite l 'étude de leurs st ructures.  



F i g u r e  n02 : Schémat i sa t ion  des mucines d 'ap rès  T. MARIANNE (1987a)(l18) 
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Figure  n03 : Di f fé ren ts  types de "no,yaux" e x i s t a n t  au niveau 

des chaînes ol igosaccharidiques des rnucines 
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Les méthodes d e  chromatographie d'échange ionique permettent une 

séparation des mucines en fonction de leur caractére d'acidité l ié aux  chaînes 

glycanniques (LAMBLIN e t  coll, 1977 ; FORSTNER, 1978) (98,44) : 

- les rnucines neutres pauvres en acide sialique e t  riches en fucose 

- les rnucines p lus  r iches en acide sialique qu'en groupements sulfatés 

- les rnucines p lus  r iches en groupements sulfatés qu'en acide sialique 

Ces mucines neutres e t  acides, sulfatées e t l o u  sialylées peuvent  

coexister dans la sécrét ion muqueuse d'un même ind i v idu  (ROUSSEL e t  coll, 

1975) (1 54). Les f ract ions obtenues peuvent ê t re  sous-fractionnées p a r  gel 

f i l t rat ion. On ci tera : la chromatographie l iqu ide (HPLC) qu i  permet de p u r i f i e r  

des oligosaccharides-alditols dont  la s t ruc ture  peut  ê t re  déterminée ensuite p a r  

R.M.N. du proton (LAMBLIN e t  coll, 1980, 1981 : VAN HALBEEK e t  coll, 1982) 

(100,101,189). 

Une descript ion détaillée des d i f férentes chaînes oligosaccharidiques 

obtenues a u  niveau des rnucines bronchiques a été décr i te  par  KLEIN en 1988 

(92). Nous en reprendrons certains éléments. 

1 ) Le "coret' des O-glycannes 

Les d i f férents "noyaux" ou "cores" des glycannes sont rapportés dans 

la f igure n03. 

Le "core" d e  t ype  1 est le premier à avoir été décr i t  (CARLSON, 

1968) (22). 1 1  est présent  dans un grand nombre de rnucines. 

CARLSSON e t  col1 (1978) (23) on t  depuis décr i t  le "core" de t y p e  3 

dans les mucines intestinales de rat .  

Les "cores" d e  types 2 e t  4 résultent de  la subst i tu t ion des 2 'lcoresl' 

précédents par  u n  rés idu  de N-acétylglucosamine l ié en $1+6 s u r  la N-acétyl- 

galactosamine. 

La majorité des st ructures glycanniques isolées à p a r t i r  des rnucines, 

possède l'un de ces 4 "cores". Cependant, d 'autres noyaux p lus rares o n t  été 

décr i ts  (F igure  n04) : 

- le "core" GalNAc al+3 GalNAc a été isolé de mucines salivaires 

d'hirondelles (genre Collocalia) pa r  WIERUZESKI e t  col1 (1987) (194) e t  de  

glycoprotéines de méconium humain (HOUNSELL e t  coll, 1985) (80). 

- ce même groupe a isolé une s t ruc tu re  de t ype  GlcNAc $1+6 

GalNAc-ol mais il se pour ra i t  que ce glycanne provienne de la dégradation d'un 

oligosaccharide ayant un "core" de type 2 ou  4. 



- SLOMIANY e t  col1 (1984al (171) on t  isolé un llcore'' de  t y p e  Gal BI) 
3 [cal $lt6] GalNAc-ol à p a r t i r  de mucines gastr iques humaines. 

2) Le squelette des O-glycannes 

Ce squelette est formé de sous-unités disaccharidiques comportant un 

résidu de galactose e t  un résidu de N-acétylglucosamine. Ces disaccharides sont 

soit de t ype  1 (Ga1 $1+3 GlcNAc), soit  de t ype  2 (Gal p1+4 GlcNAc). 

L'association de ces sous-unités s'effectue de façon l inéaire ou ramifiée. 

* Les associations linéaires sont o u  mixtes o u  formées uniquement de  

chaînes d e  type 1 ou d e  type 2. 

* L'association d'un disaccharide en pl+ s u r  un galactose permet 

d'obtenir plusieurs t ypes  de squelettes branchés. 

II existe cependant des s t ruc tures  qui s'écartent des règles 

générales. Ainsi RANA e t  col1 (1987) (146) on t  décr i t  des s t ruc tures  chez le 

porc, où le branchement n'est représenté que par  un rés idu  de 

N-acétylglucosamine l ié  en  ! l e 6  e t  non p a r  une N-acétyllactosamine. 

3) La pér iphér ie des O-glycannes 

Elle comporte d i f férents résidus qui déf inissent des antigènes tels les 

systèmes A, B, H e t  Lewis. 

L'antigène H est obtenu par  subst i tu t ion des chaînes de types 1 ou 2 

par  u n  rés idu de fucose en al-2. L'addit ion respective de rés idu de 

N-acétylgalactosamine o u  de galactose en al+3 s u r  la s t ruc ture  H dé f in i t  les 
b antigénes A e t  B. Les s t ruc tures  Lewis a ( ~ e ~ )  e t  Lewis b  (Le ) sont obtenues 

par  subst i tu t ion de la sous-unité disaccharidique de t y p e  1 à l'aide de fucose en 

al+4 auquel vient s'ajouter un résidu de fucose en al-2 s u r  le galactose 

dans le cas de Lewis b. 

A u  niveau d e  la sous-unité disaccharidique de type 2, la subst i tu t ion 

du résidu de N-acétylglucosamine par  du fucose permet de déf in i r  des antigènes 

indépendants du système Lewis : les antigènes X ou SSEA-1 e t  Y. 

L'acide sialique peut  ê t re  l ié au  galactose pa r  une l iaison a2+6 

donnant pa r  exemple naissance à la s t ruc tu re  sialyl-Lewis b  ou antigène 19-9, 

mais également 3 l 'antigène sialyl-X. 

De plus, certaines st ructures part icul ières o n t  été isolées a u  niveau 

des mucines coliques. L'unité N-acétyllactosaminique est substituée pa r  exemple 

par  d u  galactose en Pl-4 ou de la N-acétylglucosamine e n  Bl+3 

(PODOLSKI, 1985a et b )  (140,141). 



Ainsi, a u  sein des rnucines sécrétées par  les mammifères, il existe un 

g rand  nombre d'exemples de st ructures glycanniques. II y aura i t  une relat ion 

ent re  acidité e t  longueur des chaînes (LAMBLIN e t  coll, 1979) (99). Les mucines 

neutres e t  sulfatées auraient des chaînes p lus  longues que les rnucines r iches en 

acide sialique. 

CARLSON (1968) (22) a isolé des mucines sous-maxillaires de porc, 

c inq  st ructures don t  la p lus  complète est un pentasaccharide. Plus récemment, 

SAVAGE e t  col1 (1 986) (1 61 ) on t  obtenu t ro i s  tr isaccharides sialylés d i f fé rents  

par  la nature e t  la posit ion de l'acide sialique. 

SLOMIANY et  col1 (1984a,b) (171,172) o n t  décr i t  9 oligosaccharides 

plus complexes contenant, au  niveau des rnucines gastriques de 6 à 15 oses. Ce 

même groupe ava i t  décr i t  en  1980 chez le r a t  h u i t  oligosaccharides de mucine 

colique contenant de  2 à 12 résidus osidiques. PODOLSK1 (1985a,b) (140,141) a 

ident i f ié  plus d e  20 s t ruc tures  neutres e t  acides contenant 2 à 12 rés idus 

osidiques qu i  dér ivent  en majorité d u  "core" de t ype  3. 

Au n iveau des rnucines cervicales humaines, YUREWICZ e t  col1 (1982, 

1987) (204,205) o n t  isolé seize oligosaccharides neutres, sialylés, sulfatés 

pouvant contenir 10 résidus e t  dérivés du tlcore" de type 2. Les s t ruc tures  les 

plus grandes sont  des hexasaccharides. NASI R-UD-DI N e t  col1 (1 986) (1 25) o n t  

étudié le mucus cervical de  singe (Macaca radiata) e t  décr i t  sept  s t ruc tures  

sialylées dont la p lus  grande est octasaccharidique. Cinq de ces s t ruc tures  o n t  

u n  "tore" de t y p e  2 et les deux dernières o n t  un "core" de t ype  1 sialylé. 

Au n iveau des rnucines de kys te  ovarien, DUA e t  col1 (1984) (37) o n t  

associé ItHPLC e t  la RMN pour décr i re un vingtaine d e  s t ruc tures  d i f fbrentes 

avec des " ~ o r e s ~ ~  d e  types 1, 2 ou 3 e t  la présence des antigènes A, B, H, 

Lewis e t  Y. 

LAMBLIN e t  col1 (1980), VAN HALBEEK e t  col1 (1982), BREG e t  col1 

(1987) (100,189,16) ont  décr i t  au niveau bronchique un g r a n d  nombre 

d'oligosaccharides neutres e t  sialylés q u i  présentent quatre "cores" d i f férents.  

KLEIN e t  col1 (1988), BREG et  col1 (1988) (93,17) on t  ident i f ié  d e  nombreux 

oligosaccharides d i f férents provenant de  glycopeptides bronchiques d'un seul 

ma lade. 

RANA e t  col1 (1984), CHANDRASEKARAN e t  col1 (1984) (145,25) o n t  

obtenu d i x  chaînes ramifiées à p a r t i r  des rnucines trachéales de porc. 

Ces chaînes der ivent  en majorité du t'core'l de type 2. 



Les exemples donnés dans la descript ion détaillée de KLEIN (1988) 

(92) montrent la grande hétérogénéité des glycannes mais aussi e n  général le 

schéma commun d'organisation des glycannes avec un "core", un squelette 

(unités disaccharidiques branchées ou non) e t  l 'expression p lus  ou moins 

fréquente de spécif icités antigéniques au niveau de la région périphérique. 

Il - CONCEPT GENERAL DE L'ORGANISATION DES MUCINES 

L'étude du modèle moléculaire "mucine" a été une approche t r è s  

progressive. Les données généralement admises aujourd'hui sont souvent encore 

à considérer en tan t  qu'hypothèses. Elles peuvent re lever  d'observations 

directes : la microscopie électronique, ou  indirectes : l ' identif ication d e  

s t ruc tures  sous-unitaires dont  la nature glycosylée, la richesse éventuelle e n  

cystéine, le caractère hydrophobe ou hydrophi le fa i t  d iscuter  une fonction 

par t icu l ière par  exemple associative. 

A - Données de la microscopie électronique 

Des rnucines bronchiques (LAMBLIN e t  coll, 1979 ; JENSSEN e t  coll, 

1980 ; HARDING e t  coll, 1983 ; SLAYTER e t  coll, 1984 ; MIKKELSEN e t  coll, 

1985 ; MARIANNE e t  coll, 1987b (99,84,60,169,122,119)) ,  sous-maxillaires 

(ROSE e t  coll, 1984) (151), gastr iques ou cervicales (SHEEHAN e t  coll, 1986 

(165)) o n t  été observées en microscopie électronique. Dans tous les cas, ces 

molécules se présentaient sous la forme de filaments longs, flexibles, de tail les 

t rès inégales. Cette polydispersion des molécules n'est aujourd 'hui  pas encore 

totalement expliquée. Elle pour ra i t  ê t re  le re f le t  d'une dégradation enzymatique 

avant puri f icat ion, mais elle pour ra i t  aussi représenter des étapes d e  

biosynthèse. II est à souligner que les tailles moléculaires majoritairement 

présentes s'accordent avec les poids moléculaires de rnucines obtenues p a r  

ul tracentr i fugat ion. 

B - Données de l'analyse de l'axe peptidique des rnucines 

L'étude de l'action des agents réducteurs e t  des enzymes 

protéolyt iques s u r  les rnucines a démontré le concept de  domaines moléculaires 

t rès d i f fé rents  à savoir des régions hautement glycosylées résistantes à l 'action 

protéolyt ique e t  des zones nues peu ou pas glycosylées, t r è s  facilement clivées. 

On peut  en e f fe t  considérer que les régions glycosylables présentent des 



séquences amino-acides riches en serine e t  thréonine alors que les port ions nues 

comporteraient u n  pourcentage élevé d'acides aminés dicarboxyl iques (ROBERTS, 

1976 ; SCAWEN e t  coll, 1977 (148,162)). L'alternance des sites de glycosylat ion 

e t  des zones nues le long de l'axe peptidique se ferai t  au hasard selon H I L L  e t  

coll (1977b) (75). 

La notion d e  stabilisation des mucines par  interact ions hydrophobes au 

niveau des zones non glycosylées a été avancée pa r  TABAK e t  col1 (1982) 

(182). De même c'est au niveau des par t ies nues que se si tueraient les liaisons 

par  ponts disulfures entre sous-unités élémentaires (SHOGREN e t  coll, 1984) 

(167). Ce dernier  résul tat  est d'ai l leurs remis en cause pa r  ECKHARDT e t  col1 

(1986, 1987) (38,391 qui n'ont pas caractérisé de rés idu d e  cystéine s u r  

I'apomucine sous-maxillaire de porc. De même aucun rés idu de cystéine n'a été 

détecté dans les rnucines salivaires de mouton (H ILL  e t  coll, 1977a) (74) ou  de 

tatou (WU e t  coll, 1979) (200). Par contre, HERZBERG et  col l  (1979) (69) on t  

obtenu des composés de plus faible masse moléculaire par  réduct ion e t  alkylat ion 

des rnucines salivaires de singe. 

En fait, le r6le des liaisons covalentes de type pon t  d isu l fu re  est 

encore t rès  discuté. ROBERTS e t  coll (1976) (148) on t  obtenu une diminution de 

la taille des rnucines bronchiques pa r  réduct ion (200 à 400 kDa) alors que 

FELDHOFF e t  coll (1979) (43) observent que la r u p t u r e  des ponts d isu l fu re  par  

le d i th iothré i to l  ne condui t  pas à une diminution de la masse moléculaire des 

mucines bronchiques. W l  LL l  AMS e t  col1 (1 982) (195) n'écartent pas l'existence 

de ponts d isu l fu re  dans les zones non glycosylées, qui affecteraient la s t ruc tu re  

secondaire sans modifier de façon signif icat ive la masse moléculaire. SLOM l ANY 

e t  col1 (1985) (173) on t  envisagé I'existence d'acides gras l iés aux par t ies 

peptidiques par  des thiols esters, car  l 'act iv i té acyl transférase diminue après 

réduction a u  2-mercaptoéthanol e t  carboxyméthylation d u  mucus gastr ique de r a t  

uti l isé comme substrat.  Le site accepteur de I'acyl transférase serai t  s i tué dans 

la région non-glycosylée. 

C - Modèles moléculaires proposés pour les rnucines 

La notion de sous-unités de rnucines réunies ent re  elles pa r  ponts 

disulfures a été proposée par  ROBERTS e t  col1 en 1976 (148). Le modèle décr i t  

par ces auteurs (F igu re  n05) est voisin de celui proposé en 1978 pa r  ALLEN e t  
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Figure n05 : Modèle d'organisation moléculaire des 

rnuci nes trachéobronchiques (ROBERTS. 1976. 1978a)(118,149) 
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col l  (3) pou r  les mucines gastr iques (Figure n06). L'action des enzymes 

protéolyt iques s u r  les mucines l'amène à suggérer l 'existence au  sein de chacune 

des sous-unités de rhgions hautement glycosylées peu sensibles aux  enzymes 

protéolyt iques e t  de régions nues au  contraire facilement dégradées pa r  ces 

enzymes . 

Actuellement le modèle de mucine bronchique le p lus probable est une  

s t ruc tu re  filamenteuse de tail le variable comportant des régions hautement 

glycosylées résistantes à la protéolyse (tai l le 50 à 250nm) séparées p a r  des 

régions nues dépourvues de glycannes (F igure  n07). 

Un  exemple de s t ruc tu re  polymérique constituée de quatre sous-unités 

de 200000 daltons a tout  d 'abord été proposé par  SNARY e t  col1 (1970) (174) 

pour  les mucines gastriques. Le groupe d'ALLEN (1976, 1978) (2,3) a ensui te 

proposé u n  modèle d i t  "moulin à vent" (F igure n06). Ce modèle a été remis e n  

question pa r  PEARSON e t  col1 (1981) (132) notamment au niveau du mode 

d'association des sous-unités de mucines. Une f ract ion protéique de 70000 

daltons est l ibérée lorsque les mucines sont soumises à une électrophorèse e n  

gel de  polyacrylamide en présence de SDS e t  de 2-mercaptoéthanol 0,2M. I l s  o n t  

mis en évidence une protéine non glycosylée, de composition en acides aminés 

or iginale e t  qu i  existe dans u n  rappor t  111 au sein de la molécule polymérique 

native. Elle aurai t  u n  rôle centra l  dans la macromolécule. Elle serait  liée p a r  

liaison d isu l fu re  covalente aux quatre sous-unités de la mucine native. Le 

2-mercaptoéthanol scindant ces liaisons l ibérerait  les quat re  sous-unités e t  la 

protéine centrale. Les enzymes protéolyt iques dégraderaient la protéine centra le 

non glycosylée. Un  nouveau modèle moléculaire a v u  le jour  (F igure  n08) où  la 

protéine de 70000 D const i tue I'dlément de "pontage" des quat re  sous-unités 

glycoprotéiques (ALLEN e t  coll, 1982 ; ALLEN, 1983 (4,511. 

Enf in  des quantités appréciables de l ipides liés de manière covalente 

au reste de la molécule on t  été mis en évidence par  SLOMIANY e t  col! (1983) 

(170). L ' incorporat ion in v i t r o  d'acides gras t r i t iés  est  p lus  importante a u  

niveau des sous-unités qu'au niveau d e  la s t ruc ture  polymérique. Ltacylat ion 

s'opérerait  à la fin d y  "processing" de la par t ie  pept idique de la sous-unité 

mais avant  l'assemblage de la glycoprotéine en polymére. 



Figure n06 : Représentation schématique de la structure d'une mucine 

gastrique de porc (d'après ALLEN et coll. 1978)(3) 

.... 
S.. 

.... Enveloppe g lycannfque  

Pont d i s u l f u r e  

..... 
..... .... .... .. 

axe  pept id ique  Zmercapto 

ethanol  peps ine ,  tr.ypsine, 
pronase 

...................................... ...................................... 
* 

1 1 ...................................... :.........................,.,.a...-.: ÇH S H  

zone gl .ycos .yl6e  zone  non g l y c o s r l e e  + p e t i t s  p e p t i d e s  



Figure n07.': Modèles de s t ructure  des mucines bronchiques 

( d l  après MARIANNE, 198b)(ll8) 

pont S-S i n t e r  peptides gl.ycos.ylés 

I ' I 
. region hautement 

region nue , I gl.ycos~l6e 
\ 



Figure n08 : Modèle d'organisation propose pour la mucine gastrique de porc 

(d'après ALLEN et coll. 1982)(&) 
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CHAPITRE II : 

SEQUENCE PEPTlDlQUE DES MUCINES BRONCHIQUES : 

APPROCHE BIOCHIMIQUE 
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Pour réaliser la détermination de la séquence peptidique des mucines, 

s'impose en préalable une déglycosylation du matériel étudié. Cette étape est  

particulièrement délicate car elle nécessite un respect aussi complet que possible 

de l ' in tégr i té  de l'axe peptidique. Ainsi sont à éliminer les hydrolyses douces à 

pH acide, ou  les traitements pa r  agents alcalins. 

Deux protocoles d'élimination des glycannes ont  été retenus. Nous e n  

exposerons les résultats. Le premier fait appel à l 'oxydation periodique, le 

second à la déglycosylation p a r  I'acide f luorhydr ique ou I'acide tr i f luorométhane 

sulfonique. 

L'oxydation periodique donne, en fonct ion de la complexité des 

glycannes, une déglycosylation souvent incomplète, elle a le désavantage 

d 'oxyder des acides aminés tels que la cystéine o u  la tyros ine (MORT e t  

LAMPORT, 1977) ( 1  23). La solvolyse des glycoprotéines en milieu str ictement 

anhydre ut i l isant  des acides tels que acide sul fur ique,  acide chlorhydr ique,  

acide bromhydrique a été proposée dès 1967 (IWAI e t  ANDO) ( 8 2 ) ,  cependant 

les meilleurs résultats on t  été obtenus avec l'acide f luorhydr ique (LENARD, 

1969) (106) puis avec I'acide trif luorométhane sulfonique (EDGE e t  coll, 1981 ) 

(40) qui selon les condit ions retenues permettent d 'at te indre une déglycosylation 

complète. 

1 - DEGLYCOSYLATION PAR OXYDATION PERlODlOUE 

La déglycosylation pa r  oxydation periodique suivie d'hydrolyse acide 

permettant le cl ivage d e  l'élément osidique a été réalisée s u r  des "mélanges" d e  

glycopeptides de rnucines préparés par  protéolyse à p a r t i r  d e  sécrétions 

bronchiques de malades at te ints de bronchite chronique. 

A - Etudes des a l v c o ~ e ~ t i d e s  de mucines de DAU.. . 

Les sécrétions bronchiques d'un malade bronchit ique chronique 

DAU.. . de groupe sanguin O ont  été conserv6es à -20°C depuis leur  recueil e t  

on t  été ramenées au moment de leur ut i l isat ion à température du laboratoire. Le 

mucus f ib r i l la i re  est séparé p a r  centr i fugat ion (3000 t r / m n  pendant 10 minutes) 

d'une phase aqueuse correspondant pour  l'essentiel à des produ i ts  d e  

dégradation des mucines. La phase géliforme de l 'expectoration est alors soumise 

à une hydrolyse p a r  enzymes protéolytiques en deux étapes (appendice 

technique). 



La première étape consiste en l 'addit ion d e  mercuripapaine dans un 

rappor t  enzymelsubstrat de 11100. Du tampon phosphate de sodium 0,OlM pH 

6,5 est ajouté au gel dans le rappor t  1 :10 (v :v ) .  L'enzyme est act ivé p a r  

addit ion de dimercapto-2-3-propanol-1 ou B.A. L. (DEGAND e t  coll, 1974) (34). 

A u  bout  de 24 heures, une recharge en enzyme est effectuée. 

En deuxième étape, le pH est amené à la valeur de 7,3, le tampon 

é tant  enr ich i  en  calcium à la concentration finale de 0,OlM. La pronase est alors 

ut i l isée dans un rappor t  enzymelsubstrat d e  1140. A u  bout de 24 heures, une 

quant i té  équivalente de pronase est introduite. 

Le produ i t  d 'hydro lyse papaine-pronase est  alors soumis à une 

centr i fugat ion de 10 minutes à 3000 t r l m n  pour  éliminer un culot  insoluble. Le 

surnageant est précipi té p a r  4 volumes d'alcool absolu, dialysé e t  lyophilisé. 

Les glycopeptides papaine-pronase de mucus sont alors soumis à une 

oxydation periodique suiv ie d 'hydrolyse en milieu HCI . L'opération est répétée 

deux fois e t  mltne à u n  matériel qui est déposé s u r  une colonne de Sephadex 

Cl5 équi l ibrée en eau désionisée. Seule la fract ion exclue, orcinol positive, est  

conservée. Elle est soumise à nouveau à une protéolyse papaine-pronase 48 

heures - 8 jours dans les mêmes conditions que la protéolyse ini t iale d u  mucus 

géliforme, la seule di f férence étant la durée de la digest ion pronasique. 

A la suite de ce traitement, les glycopeptides sont déposés s u r  une 

colonne de Biogel P2 équi l ibrée en eau désionisée. La fract ion exclue, orc inol  

posit ive, est conservée. 

Les données analytiques en acides aminés, oses, groupements 

sulfatés, des di f férentes étapes du traitement sont rassemblées dans le tableau 

n07. On notera que le glycopeptide final, s u r  le p lan  amino-acide, correspond 

pour  52% aux acides aminés hydroxylés, thrkonine e t  sérine e t  que l'ensemble 

proline, glycocolle e t  alanine a t te in t  30%. Ces acides aminés sont largement 

dominants. La proport ion en résidus amino-acides du glycopeptide correspond 

pour  14 résidus à 6 thréonine, 3 à 4 sCrine, 2 prol ine, 2 alanine s u r  la base 

d 'un  rés idu de glycine. 

Le glycopeptide a fa i t  alors l'objet de deux traitements : 

- u n  traitement alcalin en milieu réducteur  (borohydrure  de sodium) 

- une dégradation récurrente de Edman. 

L'analyse des sucres avai t  permis de constater la présence d e  

N-acétyl-D-galactosamine ( 6  à 7 résidus),  de 14 résidus d e  N-acétyl-D- 



Tableau n07 : Composition en acides aminés e t  sucres des glycopept ides DAU.. . 
après h ~ d r o l v s e  papaine: pronase e t  ox,ydation pér iodique 

:Gl.ycopeptides DAU.. . pp(48-48) : après 1 t o u r  d 'oxydat ion 
~ é r i o d i q u e  

: % résidus Dm/g : % résidus 

: AS(X) :  7,58 3,82 54 
: THR : 17s21} 32.90 30978) 48,19 432 
: SER : 15,69 : 17,47 245 
: GL(X): 8,82 68 
: PRO : 174 
: GLY : 86 
: ALA : 8,98 9,71 136 
: 1/2CYS : 

aprPs 2 tours  d 'oxydat ion 
pér iod ique 

% rés idus Pm/g 

- -- 

après 2 tou rs  d 'oxydat ion : 
périodique + p/p 48h/8j : 
X rés idus Dm/ g 

1,34 . 2 2 
562 6 :  

33987) 18,09 51.96 300 3à4: 
3,62 60 

214 2 :  
l*: 

! 
4.28 : VAL : 3,58 50 : 3,73 87 : 3.81 63 . 

: MET : 
2,43 : ILE : 2,12 30 : 1,89 44 : 1,98 33 
3,72 : LEU : 3,12 44 : 2,92 68 : 3,20 53 

: TYR : 1,85 
: PHE : 1,48 
: LYS : 4 ,O4 2 ,O4 29 : 1,71 40 : 1,93 3 2 P 

W 

: H I S  : 2,38 1,69 24 : 1,77 41 : 1,57 26 
3,36 : ARG : 2,22 31 : 2,02 47 : 1,92 32 

: Tota l  : 1402 : 2334 : 1658 

: Fucose: 11,l 678 : 0,o - O ,O0 - 0 ,O - 
: Mannose: 1 ,O 56 : 0,4 24 : 0,3 19 : O - 
:Ga1 actose 20,6 1745 : 20,9 1163 : 20,3 1126 : 25,5 1386 1 4 :  
: Glucose: 1 8  99 : 1 ,O 56 : 1 ,O 56 : 0,2 
: GalNAc : 14,6 659 : 11,5 520 : 11,5 521 : 12,4 549 6à7I 
: GlcNAc : 19, l  863 : 25,2 1138 : 23,6 1067 : 30,6 1353 14 : 
: acide : 
:s ia l ique:  7 ,O 226 : 0,7 23 : 0,2 6 :  os3 10 

- - -  - - . 
:% sucres: 75,2 . 61,4 58,5 69 . 

*g lu  p r i s  comme base u n i t a i r e  pour 1 'établ issement du rappor t  mo la i re  acides aminés/sucres des glycopeptides 
ayant subi  oxydation per iodique (2 cyc les)  e t  protéo lyse papaine 48h, pronase 8 j ou rs  



L 

glucosamine e t  de 14 résidus d e  galactose. La base du calcul pour  l'estimation 

des sucres du matériel étudié éta i t  le contenu en glycocolle. L'avantage de 

l 'uti l isation d e  la composition en acides aminés après chaque cycle de la 

dégradation de Edman est qu'il permet d'estimer en dehors de la dispari t ion 

d 'un  acide aminé, la diminution également percept ible d'hexosamines lors de la 

"traversée" d'un site d e  branchement. Les résultats de la dégradation de Edman 

sont rassemblés dans le tableau n08 : 

La séquence déduite est la suivante : 

UY GLY GLY 

THR-M- B S E R -  PR(3 -THR- fT32 -SEI?-TH?- SER -MI-SER-TFR) 

Elle indique le départ des osamines. Elle rend compte de ce que les 

chaînes glycanniques résiduelles les p lus  longues après oxydat ion periodique ( 2  

cycles) se t rouvent  en extrémité N-terminale d u  glycopeptide e t  que la majorité 

des rés idus de thréonine e t  de sérine sont substitués p a r  des chaînes 

osidiques. 

L'analyse des résultats montre aussi que la séquence a été réalisée 

s u r  u n  mélange de glycopeptides e t  o n  notera que les posit ions des résidus 

d'alanine, de  prol ine e t  de glycocolle sont a p r i o r i  échangeables. Pour le même 

peptide, le traitement alcalin en mil ieu réducteur  dé t ru i t  74% des résidus de 

thréonine e t  58% des résidus de sérine. En fai t ,  le nombre de pmoles d'acides 

aminés hydroxy lés  dé t ru i t s  correspond au  nombre de pmoles de résidus d e  

N-acétylgalactosamine séparément dosées e t  vérif iées en chromatographie e n  

phase gazeuse. Ainsi la notion de glycopeptides de 14 rés idus comportant 6 

branchements a-t-elle été retenue ( v o i r  tableau n07). On ajoutera que, s u r  6 

thréonines, nous attendions 4 à 5 rCsidus glycosylés e t  4 sites thréonyl-O- 

glycosidiques sont mis en évidence e t  localisés. Pour la sérine, demeure une 

ambiguité. S u r  3 à 4 résidus, on  attendait  2 résidus glycosylés. Nous n'en 

localisons qu'un seul, le second pouvant se s i tuer  en  tou te  extrémité 

C-terminale. 

B - Etude des a l v c o ~ e o t i d e s  de mucines de LER ... 

E n  suivant un protocole tou t  à fa i t  identique à celui  décr i t  pou r  

DAU . . . , un "mélange" de glycopeptides de LER.. . bronchi t ique chronique e t  
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de groupe sanguin O a pu également fa i re l 'objet d'une étude de séquence. La 

composition en acides aminés di f fbrent iel le permet d'obtenir un pept ide dont  la 

séquence est la suivante : 
THR 

SER - 
GLY 

ALA 

Quatre résidus de thréonine ainsi qu'un résidu de sérine appartenant à 

ce glycopeptide, sont glycosyl4s. On notera la notion de proximi té en t re  

hydroxyamino-acides THR-THR-SER e t  un rés idu  de sérine non glycosylée 

précédant la touf fe de glycosylation ; quant  aux résidus de glycocolle, 

d'alanine, de prol ine i l s  semblent ê t re  échangeables mais I 'hétérogénéith 

peptidique de la préparat ion étudiée demande à vér i f ier  cette observation. 

A u  total, cet te d6glycosylation par t ie l le  à l'aide d e  deux étapes 

d'oxydation periodique, cette protéolyse intense avant e t  aprés déglycosylation, 

nous ont  permis d' isoler "des glycopeptides d e  mucine" minimum qui semblent 

bien correspondre à la not ion de " touf fe de glycosylation". Cette st ratégie ne 

permettant pas l 'obtention de fragments comportant un nombre élevé d'acides 

aminés, nous nous sommes tournés vers  u n  au t re  type de dkglycosylat ion qui 

ut i l ise l'acide f luorhydr ique ou I'acide trif luorométhane sulfonique. Par ces 

techniques, nous pouvons en ef fet  espérer un respect de l'axe pept id ique s u r  

une plus grande longueur e t  une déglycosylation p lus complète intéressant même 

le rés idu de N-acétylgalactosamine impliqué dans la liaison. Cette méthode ne  

peut  nous permettre de s i tuer  les points de branchement. 

II - DEGLYCOSYLATION DES MUCINES A L'AIDE DE L'ACIDE FLUORHYDRIQUE 

(HF) OU DE L'ACIDE TRIFLUOROMETHANE SULFONIQUE (TFMS) 

La déglycosylation par  I'acide f luorhydr ique ou I'acide tr i f luorométhane 

sulfonique o f f re  l'avantage par  u n  choix de conditions optimisées de : 

- mener à une déglycosylation totale 

- respecter l ' in tégr i té  d u  squelette pept idique e t  ainsi  d 'obtenir des 

peptides de tail le suf f isante e t  avec un rendement te l  qu'il autor ise des 



études conduisant à l ' ident i f icat ion de l'acide amin6 en posit ion N-terminale, 

à l'établissement de séquences amino-acides pa r  dégradation de Edman e t  même à 

des recoupes par  protéolyse limitée. 

Les produi ts  obtenus peuvent aussi ê t re  utiles, nous te montrerons, à 

la préparat ion d'ant icorps dir igés contre le squelette amino-acide des rnucines. 

A - Mode d'action de ces acides 

Les deux acides (HF e t  TFMS) on t  des modalités d ' in tervent ion 

identiques s u r  la s t ruc tu re  des glycopeptides. L'attaque principale en fonct ion 

de conditions d'ut i l isat ion douces (1 heure à O°C) se situe essentiellement au 

niveau des liaisons inter-oses neutres ou ent re  oses neutres e t  oses acides 

(MORT e t  LAMPORT, 1977) (1  23) , les liaisons O-glycosidiques intervenant  en t re  

osamines e t  acides aminés hydroxylés sont alors respectées. Lorsque les 

conditions d e  clivage sont plus sévères (3 heures à 23OC), la coupure e n t r e  

osamine e t  acide aminé de branchement est alors obtenue. 

La méthode peu t  donc apparaître idéale. II fau t  cependant savoir que 

surviennent des alkylat ions secondaires d'acides aminés aromatiques p a r  les 

composés glycosyl- f luorés générés pa r  la solvolyse. Pour minimiser cet te 

réaction, l 'addit ion d'un agent de protect ion ou "scavenger" te l  que  Ilanisole est  

efficace. Plusieurs phénomènes peuvent amener une modification de l ' in tégr i té  

des axes peptidiques après déglycosylation : 

1 - Couwure au niveau des résidus de méthionine 

LENARD (1969) (106) a montré qu'un traitement pa r  le HF en 12 

heures à la température d u  laboratoire d'un dipeptide MET-GLY se t raduisai t  

pa r  67% de coupure de ce dipeptide. Le mécanisme de coupure es t  d i f fé rent  d e  

celui d u  bromure de cyanogène : 

i OBr 10 .\ r.  
-NC- C :  o = c - M R  ------+ 

r2 l 
CH 

1 
CH-R' *\ / r2 ii CH2 



Le thioester de la méthionine réagi t  avec le bromure de cyanogène 

pour  former un ion sulfonium, ensuite lui-même éliminé pour  donner naissance à 

une rés idu  d'homosérine en posit ion C-terminale. 

Dans le cas du HF, la méthionine n'est pas conver t ie  en homosérine. 

L'atome de soufre ag i ra i t  comme un agent nucléophile alors q u e  l'azote proton6 

du pept ide fa i t  par t ie  du groupement éliminé. 

R,R' = chaîne pept id ique 
I 

R' - C H - O O O H  

Le pourcentage de coupure var ie  en fonction des composés étudiés, e t  

des condit ions opératoires. Nous ret iendrons que les coupures de la liaison 

pept idique intéressant les résidus de méthionine sont p lus  le f a i t  de la durée du 

traitement que d u  facteur température. 

2 - Modification des rés idus de sérine e t  de  thréonine 

A u  cours du traitement pa r  le HF ou le TFLIS, les rés idus de sérine 

e t  de thréonine peuvent sub i r  une transformation ou  "N t o  O acyl  shift l '  

( réarrangement N O acyl)  

1 H 

cyc le  intermédiai 



- RI, R3 = chaine pept id ique 

- R2 = H ou CH3 

L i  a i  son es t e r  

La réact ion génère une liaison ester  e t  un groupement aminé l i b r e  

avec pour intermédiaire réactionnel u n  anneau hydroxyoxazol idine (IWAI e t  

ANDO, 1967 ; LENARD, 1969 (82,106)). 

Ce processus es t  lent  (12 à 15 heures) .  II est de p lus  révers ib le en 

mil ieu alcalin. Le  raccourcissement d u  temps de traitement apparai t  donc comme 

une donnée a l lan t  vers  une optimisation, tandis que la température sera 

augmentée dans un souci de compromis en t re  l imitation des al térat ions de  l'axe 

pept idique e t  déglycosylat ion la p lus  complète possible. 

3 - Coupures pa r  hydro lyse acide 

Lorsque le trai tement est appl iqué à un matériel non  totalement 

déshydraté, l 'hydro lyse acide peut  s'ajouter à la solvolyse e t  c l i ve r  le peptide. 

Pour limiter ce  phénomène, les matériels t ra i tés seront soigneusement 

déshydratés. Le  temps d e  contact sera r é d u i t  e t  la température réactionnelle 

sera augmentée dans les limites st r ic tes de la déglycosylation souhaitée. 

La l i t té ra ture  montre que de  nombreuses glycoprotéines N-glyco- 

sidiques e t  O-glycosidiques on t  été étudiées aux plans : s t ruc turaux ,  

biologiques, immunologiques avant e t  après solvolyse. Les exemples abondent. 

Nous ci terons : l 'antigène carcino-embryonnaire (GLASSMAN e t  coll, 1978, 

PAXTON et  SHIVELY, 1984 (48,130)), le noyau protéique du protéoglycanne à 

chondroit ine sul fate de car t i lage (COUDRON e t  coll, 1980 : OLSON e t  coll, 1985 

(27,128)), la f ibronect ine (GNIEWEK e t  coll, 1984 (50)) , I'endopeptidase 24-1 1 

(STEWART e t  coll, 1984) (178)), l'hormone lutéinisante (SA1 RAM e t  SCHILLER, 

1979 ; SAIRAM, 1980 ; SAIRAM e t  FLESHNER, 1981 ; BEWLEY e t  SAIRAM, 1985 

(1 57,158,159,12) ) ou la gonadotrophine chorionique (KALYAN e t  BAHL, 1981 ; 

THOTAKURA e t  coll, 1982 ; KALYAN e t  BAHL, 1983 ; KEUTMAN e t  coll, 1983 

(87,185,88,90)) o u  le récepteur  de l ' insul ine (HERZBERG e t  coll, 1985) (70). 1 1  

ressor t  de ces t ravaux que  la solvolyse : 



- respecte I'axe peptidique 

- ne  modifie pas ou ne remanie pas profondément sa conformation 

- n'al tère pas sensiblement son caractère antigénique. 

Dans le cadre des mucines, l 'essentiel des t ravaux a eu pour but 

jusqu'ici la déf ini t ion de la masse moléculaire du squelette pept id ique support  de  

l'édifice macromoléculaire. 

Le tableau n09 résume l'essentiel des résultats obtenus s u r  les 

mucines trachéobronchiques : soulignons les t ravaux de WOODWARD e t  col1 

(1983) (198) qu i  o n t  associé la déglycosylation chimique (TFMS) e t  enzymatique 

(N-acétylgalactosaminidase) pour obteni r  une fract ion pept id ique partiellement 

déglycosylée où I'axe peptidique correspondait à 45000 daltons. 

WOODWARD e t  DAVIDSON (1983) (198), MARIANNE e t  col1 (1986) 

(1 17), WOODWARD e t  col1 (1987) (1 99) o n t  essentiellement recherché 

l'optimisation expérimentale pour l'élimination des sucres en tenant compte du 

pourcentage ini t ial  de  sucres dans le glycopeptide, de la na ture  des sucres, en 

part icul ier de  la présence ou non de résidus d'acide sialique, en f in  du nombre 

de branchements pa r  un i té  peptidique. 

B - Déalvcosvlation des mucines 

Nous avons retenu la déglycosylation pa r  le TFMS appliquée à des 

mélanges de glycopeptides obtenus pa r  protéolyse de mucines trachéo- 

bronchiques provenant  de 2 malades bronchit iques chroniques DUF.. . e t  

LER ... de groupe sanguin O (DEGAND e t  coll, 1972, 1973a (30.31)). Le 

protocole retenu est  inspi ré de celui proposé par  EDGE e t  col1 (1981) (40). Le 

schéma d e  la f i gu re  n09 représente t rès  succintement ce protocole e t  les 

d i f férents paramètres susceptibles d ' i n  te rven i r  dans la qual i té - e t  le rendement 

de la déglycosylation . 

Nous rapportons nos résultats personnels d'une étude systématique de 

comparaison de qual i té e t  de rendement en fonction : 

- des conditions de dessication du matériel à déglycosyler 

- du facteur température e t  temps de contact 

- du rappor t  TFMS 1 glycopeptides bronchiques 

- des conditions d'élimination de l 'agent de protect ion 

- des conditions de neutralisation e t  de dessalage 

Tro is  c r i tè res  ont  été retenus pour apprécier le résu l ta t  f inal : 



Tableau n09 : Etude de l a  dégl.ycos.ylation chimique, de d iverses mucines à 1 ' a i de  de 1 'ac ide  tr i f l  uorométhane su l fon ique  

. C 

: GLYCOPROTEINES : AUTEURS : ANNEE : CONDITIONS POURCENTAGE DE DEGLYCOSYLATION : INTEGRITE DE : 
: EXPERIMENTALES : L'AXE PEPTIDIQUE : 

- 

i ~ u c i  nes bronchiques WOODWARD e t  i(1983) 0°C 3à5h : E l  im ina t i on  de 65% des oses. Les osami : maintenue : 
: humaines : DAVIDSON : (198) : : nes de l i a i s o n  GalNAc r e s t e n t  en p lace : 

: G l  ycopeptides de : MARIANNE :(1986) : 25°C 45,90 e t  150mn : 45mn:Elimination des oses pér ipher iques:  - 
: mucus bronchique : e t  co l1  : (117) : : e t  75% GalNAc ( rappo r t  TFMS:anisole de : 
: humain : 3:2 e t  2 : l )  

: 150nm : E l i m i n a t i o n  de 86% Gal, 33% des: maintenue : 
: m c  ( r appo r t  TFMS:anisole de 1 : l )  : 
: E l i m i n a t i o n  du fucose, 97% Ga1 , 95% : 
: GlcNAc e t  il r e s t e  1 GalNAc/5 acides : 
: aminés ( r appo r t  TFMS:anisole 3:2 e t  2 : l :  

P 
N 

: Glycopeptides de : WOODWARD :(1987) :- 0°C 3h : - 500000 -110000 D 
: mucines t rachéales:  e t  co l1  : (199) :- 0°C 3h pu i s  0°C 3à5h : - p e r t e  100% Fucose e t  GlcNAc, 70% 
: de ch ien rédu i t es  : : galactose, moins de 40% de GalNAc : A l t é r a t i o n  
: (C.T.M.) :- 20°C 5h : - pe r te  de 80 à 90% du poids de l a  CTM : d'amino-acides : 

: d é s i a l i l é e  : (Ser,Thr,Glu,Asp) : 
: - il r e s t e  des GalNAc 

: G l  ycopeptides de : WOODWARD : (1987) :- 0°C 3à4h : - p e r t e  de 60% du poids (masse molécu : 
: mucines t rachéales:  e t  co l1  : (199) : : l a i r e  96000 D) 
: humaines rédu i t es  : :- 0°C 3à4h pu is  0°C 5h : - p e r t e  de 74% du poids de 99% des oses: 
: e t  dé1 ip idées  : neutres, 85% des acides s i a l i ques ,  98% : maintenue : 
: (H.L.M.) : des GlcNAc e t  58% des GalNAc 

: - l a  p e r t e  de GalNAc augmente encore : 
: s i  l a  mucine e s t  dés ia l y l ée  avant 



Figure n09 : Paramètres e tud iés  1 ors  de 1 a dégl .ycos,~l  a t i o n  des g1,ycoprotéines 

de mucus trachéobronchique humain par  1 'ac ide  t r i f luorométhane su1 fon ique  
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- le rendement d e  peptide déglycosylé : nous l'avons calculé en mesurant 

le nombre de nanomoles d'acides aminés obtenues après traitement p a r  r a p p o r t  à 

celui des nanomoles d'acides aminés traitées. Ce paramètre permet de fa i re  une 

évaluat.ion quanti tat ive mais aussi qual i tat ive (sélection éventuelle d e  matériel 

résistant) du processus de déglycosylation. 

- le pourcentage d e  déglycosylation : il correspond à une qual i té re lat ive 

d'osamines rémanentes obtenues après déglycosylation e t  ceci pa r  r a p p o r t  a u  

nombre d'osamines du produ i t  non trai té. La glucosamine évalue la 

déglycosylation des chaînes périphériques, la galactosamine témoigne d e  

l'élimination des points d e  branchement au  pept ide (malade de groupe sanguin 

O). 
- I ' in tégr i té  de  I 'axe peptidique : les pourcentages respect i fs de  chacun 

des acides aminés dosés avant e t  après trai tement permettent une appréciat ion 

du maintien des qual i tés de I'axe peptidique. Cependant, pour  mieux percevoir  

des variations minimes por tan t  s u r  les acides aminés les moins représentés e t  

susceptibles d'al térer en  par t icu l ier  la longueur de cet axe peptidique il nous a 

paru  nécessaire de ten i r  compte des rapports molaires ent re  les acides aminés e t  

donc de déf in i r  un rés idu de base 1. L'analyse de nombreuses compositions en 

acides aminés nous a permis de por ter  no t re  choix s u r  l 'histidine, une double 

véri f icat ion pouvant ê t re  fournie pa r  l'étude des rappor ts  molaires à la valine. 

1 - Déshydratat ion ini t iale des glycopeptides : qualité1 rendement 

Deux condit ions de traitement des poudres lyophylisées de 

glycopeptides ont  été retenues, à savoir un passage, sous v ide partiel, à 56OC 

pendant 4 jours ou à 100°C pendant 24 heures. 

- 56OC : cette température devrait, en pr inc ipe,  conserver l ' in tégr i té  d e  

I'axe peptidique 

- 100°C : cette température devrai t  permett re a p r i o r i  une dessication 

compléte. 

De l'analyse des résultats (Tableau nO1 0) il ressort  que, quelles que 

soient les conditions de dessication, les résidus d e  sérine e t  de thréonine sont 

maintenus à env i ron  45% des acides aminés dosés avant o u  après 

déglycosylation , 

Aussi cette étude préliminaire nous a-t-elle amené à u t i l i ser  un 

traitement à 56OC sous v ide  par t ie l  pendant 4 jours, en présence de pentoxyde 

de phosphore. 





2 - La température de déglycosylation e t  le temps de contact 

LENARD e t  col1 (1969) (106) on t  montré que l ' intensité de 

déglycosylation est fonction de la température. Ces mêmes auteurs signalent que 

les modifications de I'axe peptidique sont proportionnelles au  temps de contact. 

II serait  donc en théorie bénéfique : 

- d'augmenter la température de déglycosylation 

- de diminuer le temps de contact pour minimiser les coupures secondaires. 

Dans not re  approche préliminaire, nous avons testé les températures 

suivantes : O°C, 25OC, 30°C e t  35OC pendant des temps d e  contact allant de 30 

minutes à 24 heures. 

Les tableaux nO1 l  e t  12 rassemblent les éléments analytiques obtenus 

avant e t  après d i f férents protocoles. 

Lorsque la déglycosylation est réalisée à O°C, le temps de contact ne 

remet pas en cause I ' in tégr i té  de  I'axe peptidique. Le nombre total  de résidus 

par  rappor t  au témoin reste sensiblement le même : 51 à 53 résidus amino acides 

pour 55 résidus avant traitement. Les hydroxyamino-acides totaux ne sont pas 

modifiés. Seule la N-acétylglucosamine est affectée. Elle passe de 32 résidus à 

18 pour  un temps de contact de 4 heures. A 25OC, le nombre total  de résidus 

amino-acides est encore respecté après 3 heures de traitement. II se modifie 

progressivement en t re  3 heures e t  6 heures pour se stabi l iser à 24 heures en t re  

39 e t  43 résidus. D u  point de  vue qual i tat i f ,  les h y d r o x y  amino-acides, e t  p lus  

particulièrement la thréonine, sont affectés au-delà de 3 heures. La chute de la 

N-acétylgalactosamine passe de 65% en 3 heures à 89% en 6 heures pu is  à 94% en 

24 heures. A 30°C, 89% de rendement de déglycosylation sont obtenus en 4 

heures. A 3S°C, ce même pourcentage est obtenu en 2 heures. 

De l'ensemble de ces résultats, nous ret iendrons que les conditions 

optimales semblent ê t re  représentées par  un temps de contact de 3 heures pour  

une température réactionnelle de  25OC. Ces conditions o f f ren t  en effet 

l 'avantage de maintenir à son maximum l ' in tégr i té  de  I 'axe peptidique. Toute 

augmentation de la température réactionnelle, s i  elle permet de raccourcir  le 

temps d e  contact pour  u n  même rendement de déglycosylation, se t radu i t  p a r  

une per te  de l ' in tégr i té  du peptide déglycosylé. Apparaissent donc 

particulièrement sensibles lors d'une élévation de température les résidus de 

sérine e t  sur tou t  de  thréonine q u i  viennent de  perdre  l eu r  rés idu  O-galacto- 

saminyl. 



Tableau n O l l  : Dég l .~cos .~ la t i on  de g l .~copept ides de mucus LER.. . (de groupe sanguin O) 
après dess icat ion à 56OC : c iné t ique  de durée de contact  réact ionnel  à O°C 

Témoin 
2h 

: résidusA Vm/ g : résidus Hm/g résidus Hm/g Hm/ g . . -.. 
: résidusA Vm/ g : résidus Hm/g résidus Hm/g Hm/ g . . 

: AS(X) 3 60 2 17 2 2 8 2 26 
14 308 14 : THR 133 13 156 14 190 
8 170 : SER 8 75 8 9 3 8 107 

: GL(X) 3 64 3 25 3 42 3 38 
: PRO 6 137 7 64 6 7 7 6 88 

4 9 6 : GLY 4 4 1 5 58 4 58 
5 113 : ALA 5 4 6 5 5 9 5 69 

: VAL 2 5 1 2 2 1 2 28 2 2 9 
O 5 : MET O 2 - - O 3 
O : CYS O O 3 O 1 O 4 

: ILE 1 24 1 10 1 15 1 15 
2 4 2 : LEU 2 18 2 2 9 2 28 
1 : TYR 12 O 3 0à1 7 O 5 
1 16 : PHE 1 7 1 11 1 9 
2 4 9 : LYS 1 9 1 14 1 1 3  
1 * : HIS*  2 2 l* 9 1 * 12 1 * 14 
2 : ARG 46 1 12 1 17 1 17 

32 702 : GlcNH2A : 25 237 2 1 255 18 237 
17 : GalNH2A : 377 17 164 15 184 16 218 

: Rendement : 
: dégl~cos.vl . /  : - O 10 8 
:% galNAC c l i v é :  

. 
A 

: Nombre de ré-: 5 5 53 51 à 52 51  à 52 
:sidus AA t o t a l :  . . 
: AA q/100g . . . 12,33 4,86 6,44 7 ,O1  . 
: Nombre de ré-: t . 

2 2 : s i  dus h.ydr0x.y-: . . 22 2 1 2 2 . v 

: ami no-aci des : . 
A ! . . 

ALes ca l cu l s  ont é té  ef fectubs sur  l a  base d ' l *  rés idu  d ' h i s t i d i n e  



Tableau no 12 : Dégl.ycos.ylation de gl.ycopeptides de mucus LER.. . (de groupe sanguin O) 
après dess icat ion à 56OC, c inét iques de temps e t  de temperatures. 

25°C 30°C : Témoin : . 
Th 3 n -4h : 

:résidys Mm/g: r6s. Mm/g : rés. Mm/g : rés. Um/g : rés. Um/g : rés. Um/g : rés. Um/g : rés. Um/g :rés. Um/g : - 
A 

:AS(X) : 3 60 : 2 28 : 3 141 : 3 3,2 : 2 124 : 3 1,9 : 2 1 , 7 : 3 à 4  2,3:  3 3 ,4 :  
: THR : 14 306 : 1 4  207 : 13 683 : 10 10,4 : 10 636 : 8 6,O : 7 5 ,3 :  9 6,O: 8 9 ,4 :  
: SER : 8 170 : 8 116 : 7 366 : 7 7,3 : 6 363 : 7 à 8  5,5 : 7 5,3:  8 5,4:7à8 8,5:  
: G L ( X )  : 3 6 4 3  4 0 :  4 1 9 9 :  4 3 , 8  3 1 8 1 :  3 2 : 3 2,4: 2 1,3 : 2 2,l : 
: PRO : 6 137 : 7 95 : 7 à 8  392 : 5 5,3 : 5 à 6  356 : 5 4 : 3 2 ,5 :  4 2,6 : 4 4,5 : 
: GLY : 4 96 :4à5 63 : 5 249 : 4 à 5  4,7 : 4 281 : 5 4 : 6 5,O: 6 3,8 : 6 6,2 : 
: ALA : 5 1 1 3 5  7 4 :  5 2 6 6 :  4 4 , 2  4 2 8 5 :  4 3 , O  4 3 , l :  4 2 ,9 :  4 5,O: 
: VAL : 2 51 : 2 31 : 2 108 : 2 2,l : l à 2  95 : 2 1,5 : 2 1 ,6 :  3 2,2 : 3 3,O : 
: MET : O 5 : -  - :  O O : -  - : - - : -  - -  - - :  - - : -  - 
: CYS : - - . - - . - .  - : -  - : - - . -  - - - :  - - *  . - . . *  

: ILE : 1 2 4 1  1 6 :  1 5 8 1  1 : 1 53 : 1 0,8 : 1 1,l : 1 0 ,6 :  1 1,l: 
: LEU : 2  4 2 2  2 7 2  1 0 3 2  1 , 7  1 87 : l à 2  1,l : 2 1 ,9 :  1 1,0 : 1 1,9 
: TYR : 1 1 1 : -  6 : 0 à 1  26 : 0 à i  0,6 : 031 34 : 1 0,5 : 1 0 ,9 :  - - :  1 0,8? 
: PHE : 1 1 6 : -  9 : 0à1 30 : 1 1,2 : O 23 : l à 2  1 , l  2 1 ,5 :  - - : 1 0,9 : 
: LYS : 2 4 9 1  1 5 :  1 36 : 1 0,9 : 0 à 1  36 : 1 0,7 : 1 1,l : 1 0,7 : 1 1,l : 
: HIS*  : l* 22 : l* 14 : 1* 52 : l* 1 : 1* 64 : l* 0,7 : 1* 0,8 : l* 0,7 : l* 1,3 : 
: ARG : 2 4 6 1  2 0 :  1 71 : 1 0,9 : 1 62 : - - : - : - 
: GlcNH2A : 32 702 : 4 60 : l à 2  79 : 1 1,O : 1 63 : 2 1,2 : 3 2 ,5 :  2 1 ,2 :  O 0 ,3 :  
:GalNH,A : 17 377 : 7 98 : 6 321 : 2 1,s : 1 50 : 3 2,3 : 2 1 ,7 :  2 1 ,3 :  1 1, l :  

L. 

: Rendement: 
:déglycos./: - 59 : 6 5 . 89 94 82 89 89 94 : 
:% GalNAC : 
: c l i v é  : . . . 
:Résidus AA: 55 : 51 à 52 : 52 à 54 : 46 à 48 : 39 à 43 : 43 à 46 : 42 : 43 à 44 : 43 à 44 : 
: t o t a l A  : . 
:Nombre de : . . . . . . 
: rés idusA : 2 2 22 ; 20 17 . 16 : 15 à 16 : 14 . 17 : 15 à 16 : 
: h.ydrox.yl és : 

A Les ca l cu l s  on t  é t é  e f fectués sur l a  base d ' l *  r és i du  d ' h i s t i d i n e  



Enfin, les conditions optimales permettent aussi d'éliminer 97% d e  ta 

N-acétylglucosamine const i tu t ive des chaînes glycosidiques périphériques. Les 

conditions retenues permettent d'obtenir un rendement en peptide d e  20 à 25%. 

3 - Rapport  matériel glycopeptidique : agent d e  déglycosylat ion 

(TFMS) 

Nous avons déjà souligné que la qual i té de  dessication obtenue dans la 

réaction dépend d e  la quant i té  de  matériel t rai té. La poudre do i t  en  e f fe t  ê t r e  

pour permett re un échange maximal avec l'environnement. Deux 

conditions-tests on t  été retenues e t  étudiées pour  apprkcier le  rendement en  

fonction du rappor t  glycopeptidelmil ieu réactionnel : 

- 1,7mg 1 pour  1ml de milieu réactionnel (TFMSIanisole) (2 : l )  ( v : v )  

- lOmg 1 pour 1ml de milieu réactionnel. 

Bien que la réaction de déglycosylation p a r  l'acide tr i f luorométhane 

sulfonique soit une solvolyse et, par  conséquent, p lus aisée s i  le rappor t  

matériel s u r  milieu réactionnel est faible, nous n'avons pas observé de 

variations signif icat ives de la qual i té mais aussi d u  rendement de déglycosylat ion 

du matériel. Pour des raisons de commodité, (quant i té  de  matériel t ra i t é  

supérieure, donc p lus  de peptides e n  fin d e  réaction), nous avons 

ultérieurement ut i l isé le rappor t  : 

10ma Dour lm1 d e  milieu réactionnel. 

4 - Conditions d'élimination de I'anisole 

L1anisole u t i l i sé  lors de la réact ion de déglycosylation, joue un rôle 

protecteur de l'axe peptidique. I I  est ajouté au  TFMS à raison de 1 volume p o u r  

2 volumes d'acide. Son élimination par  l 'éther (anhydre e t  conservé s u r  agent  

desséchant) n'est cependant pas totale e n  une seule étape e t  elle demande à 

ê t re  répétée. La présence, en  effet, d'anisole résiduel dans la f rac t ion  d e  

glycopeptides déglycosylés est une source majeure de diff icultés, II gène dans 

le repérage densitométrique ultra-violet des peptides aprés chromatographie e t  

la lyophil isation des poudres. II part ic ipe aux problèmes de resolubi l isat ion des 

glycopeptides déglycosylés après lyophilisation. 

5 - Neutralisation e t  dessalage 

Le matériel déglycosylé aprés élimination de l'anisole do i t  ê t r e  

neutralisé par  la py r id ine  aqueuse à 50% pour  stopper la réaction d e  solvolyse. 



Cette étape nécessite un refroidissement à t rès basse température (bain-marie 

d'alcool ré f r igéré)  pou r  év i ter  la dégradation des peptides. 

* La quant i té  considérable des sels de  tr i f luorométhane sulfonate d e  

pyr id ium oblige, p o u r  leur  élimination, à réaliser des dialyses nombreuses 

contre l'eau désionisée. 

L'ut i l isat ion de membranes d e  cellophane, s i  el le minimise les r isques 

de per te d e  peptides, ne les élimine pas totalement. Nous avons été amenés à 

optimiser le dessalage en adoptant les condit ions suivantes : 

- une dialyse sous un volume d e  500ml, sous agitat ion e t  à 

température ambiante 

- un changement fréquent des bains de dialyse e n  fonct ion d'un su iv i  

de la valeur de  la conduct iv i té  des dialysats 

- le contrôle de la conduct ivi té d e  l'adialysable e t  la lyophi l isat ion 

- u n e  nouvelle dialyse du lyophi l isat à t rave rs  une nouvelle 

membrane, le su iv i  du protocole étant le  même. 

Ainsi,  dans ces conditions, le rendement de  dialyse e t  d'élimination 

des sels peut- i l  a t te indre p lus de 95%. Le recours à une au t re  approche que la 

dialyse apparaissant nécessaire pour le dessalage final, nous avons testé : 

* La chromatographie l iquide haute performance s u r  colonne CI8 

SEP-PAK Waters qui a en ef fet  permis l'élimination totale des sels mais a l i v r é  

un rendement t rès  faible en peptides (1 à 5% du matériel pept id ique déposé). 

* L'élimination des sels en phase organique a été envisagée dans le  

cas de réactions en t re  des composés hydrosolubles e t  des composés organiques 

non hydrosolubles. Certains auteurs on t  préconisé l 'ut i l isat ion d e  catalyseurs d e  

t rans fer t  d e  phases. Parmi ces catalyseurs, des composés appelés "éthers- 

couronnes" o n t  pu ê t r e  envisagés. Ce sont  des polyéthers macrocycliques. I l s  

forment des complexes cr istal l ins stables avec certains cations (Na, K, NH 4...) 

qui sont alors llemprisonnés" au cent re  de la couronne e t  deviennent 

extract ibles en phase organique. Le cat ion "tombe" alors a u  cent re  d e  la 

couronne e t  y est maintenu grâce aux forces électrostatiques ex is tan t  en t re  les 

atomes d'oxygène formant l'anneau polyéther e t  le cation à ex t ra i re  (PEDERSEN, 

1971 ; JONES, 1976) (1  34,85). Les "éthers-couronnes'' possèdent des cavités d e  

d i f férents diamètres a u  centre des anneaux poly-éthers e t  les rappor t s  molaires 

des complexes "poly-éther:cationl' var ien t  en  fonction des dimensions de ces 

cavités e t  des cations. Ainsi le 18-Crown-6 réagi t  mole à mole avec le cat ion 
+ 

ammonium NH 
4 



Les meilleurs agents complexants sont ceux ayant  d e  15 à 24 atomes 

dont  5 à 8 oxygènes. Les complexes formés sont p lus solubles dans les solvants 

que "l'éther-couronne" seul. Les "éther-couronnes" sont e n  général solubles 

dans le dichlorométhane e t  le chloroforme. Ainsi, lors des études de dessalage 

que nous avons menées, d i f férents agents de dissolution des "éthers-couronnes" 

e t  d'extract ion des complexes o n t  été testés (éther  ; dichlorométhane ; 

chloroforme). "L'éther-couronne" peut  ê t re  récupéré à p a r t i r  du complexe. II 

doi t  ê t re  pour  cela chauffé dans un large excés d'eau e t  réex t ra i t  p a r  un 

solvant te l  que le toluéne. Un  "éther-couronne" par t icu l ier  s'associe fortement 

avec un nombre res t re in t  de cations e t  p lus  faiblement avec d'autres. Le 

18-Crown-6, pa r  exemple, l ie le sodium, le potassium e t  p l u s  faiblement le 

lithium. Nous avons ut i l isé ce système "d'éther-couronne" p o u r  compléter la 

série de dialyses contrôlées qui avaient amené p lus  de 95% d'élimination des sels 

de pyridinium. Une étude systématique d'autres agents de neutral isat ion que la 

py r id ine  avai t  été entrepr ise : soude, ammoniaque.. . Le meil leur système 

solvant-base ut i l isé avec le 18-Crown-6 s'est révélé ê t re  une  neutral isat ion du 

TFMS par  la soude avec extract ion en phase organique des sels pa r  le 

chloroforme. Cependant, le coût  des "éthers-couronnes" nous a fait reculer  

devant ce protocole e t  a limité l 'ut i l isat ion du procédé à l 'él imination terminale 

des sels de pyr id in ium. 

* La précipi tat ion d u  peptide déglycosylé. 

La précipi tat ion, à froid, pa r  l'acétone, du peptide déglycosylé s'est 

révélée ê t re  aussi une bonne technique, complémentaire des techniques de 

dessalage précédemment décrites. Nous avons ut i l isé l'acétone anhydre  à raison 



de 1ml pour 10mg d e  matériel partiellement dessalé. Celui-ci a été solubil isé 

dans l'acétone e t  conservé 3 fois 24 heures à -20°C avec 3 centr i fugat ions d e  5 

minutes à O°C e t  à 3000 t lminute.  Le rendement d e  dessalage, exprimé e n  

nanomoles d'acides aminés obtenus pa r  rappor t  aux nanomoles d'acides aminés 

attendus à l'issue de la première étape de dessalage s'avère ê t re  satisfaisant. 

En conclusion de ces études cr i t iques systématiques, le  protocole 

finalement retenu a été le suivant  : 

- lyophil isation des glycopeptides obtenus pa r  protéolyse des rnucines 

- dessication 4 jours à 56OC sous v ide  par t ie l  en  présence d 'anhydr ide  

phosphorique 

- préparat ion à -50°C du milieu réactionnel const i tué de TFMS-anisole à 

raison de 2 volumes d'acide pour  un volume d'agent protecteur  

- contact avec le p rodu i t  à déglycosyler pendant 3 heures à 25OC 

- extract ion de I'anisole par  de l 'éther anhydre por té  à -60°C 

- neutralisation p a r  de la py r id ine  aqueuse à 50% à basse température 

- dessalage associant une série de dialyses contrôlées e t  une succession d e  

précipi tat ions acétoniques des peptides déglycosylés. 

C - Analyse des produ i ts  de déglycosylation 

Différentes approches analytiques des produ i ts  déglycosylés o n t  été 

uti l isées pour rendre compte de la qualité des peptides de rnucines obtenues. 

1 - Analyse en gel de polyacrylamide 

Nous avons ut i l isé la technique décr i te  p a r  LAEMMLI (1970 (96), à 

savoir un gel de gradient  5-308 en présence de SDS. Les fractions pept id iques 

sont testées quant à l'homogénéité de leurs tailles moléculaires aprés révélat ion 

par  le bleu de Coomassie. Le résul tat  obtenu est celu i  d 'une traînée ''bleu 

Coomassie positivet' object ivant toute une série de sous-populations peptidiques. 

La coloration p a r  le no i r  Soudan selon le protocole de PRATT e t  LAMY 

(1969) (143) s'est révélée posit ive laissant entendre la possibil i té d 'une  

contamination l ipidique des peptides étudiés q u i  pou r ra i t  ê t re  à l 'or igine des 

d i f f icu l tés de migration électrophorétique. 

Nous verrons ul tér ieurement que cette observat ion a été mise à p r o f i t  

pour  éliminer les l ipides pa r  une étape additionnelle d'extraction. 



2 - Traitement alcalin 

Dans le but de su iv re  la déglycosylation, le trai tement alcalin s'est 

révélé ê t re  aussi d'un g rand  intérêt .  Ce trai tement est  réalisé pa r  la soude 

0,SN pendant 24 heures à température du laboratoire s u r  le matériel na t i f  e t  s u r  

le produ i t  déglycosylé. Les résul tats sont rassemblés dans le tableau n013. 

Di f férents éléments peuvent  ê t re  notés : 

- la stabi l i té analyt ique de toute une série de rés idus acides aminés te ls  

que la valine, l 'h ist idine, I'isoleucine, le leucine, la tyrosine, la phényl -  

alanine.. . 
- la stabi l i té re lat ive des résidus d'acides aminés hydroxy lés  tant  à O°C 

qu'à 25OC, quel que soi t  le temps : 30 minutes, 1 heure, 1 heure 30 minutes e t  

2 heures 

- l'élimination d e  la galactosamine au cours de la déglycosylation selon des 

cr i tères déjà décri ts 

En fai t  lorsque le traitement des glycopeptides pa r  le TFMS prc5chde le 

traitement alcalin, l ' in terprétat ion est la suivante : 

si l 'action d u  TFMS a suffisamment éliminé les oses périphériques (comme 

e n  témoigne le pourcentage de glucosamine), le trai tement alcal in t rouve un 

rendement supérieur à celui  observé lorsqu' i l  est réalisé seul, vraisemblablement 

en augmentant l'accessibilité de l'agent alcalin aux  galactosamines de liaison. 

Cependant la température de déglycosylation a son importance, c a r  la 

déglycosylation à O°C n'augmente pas ensuite l 'eff icacité du trai tement alcalin a u  

contra i re d 'une déglycosylation réalisée à 2S°C. 

1 1 1  - ETUDE COMPARATIVE DE LA DEGLYCOSYLATION DES SOUS- 

POPULATIONS GLYCOPEPTIDIQUES DE MUCINES DANS LES 

CONDITIONS STANDARDS 

Les résultats précédemment rapportés concernaient la mise au po in t  de  

conditons de déglycosylation su r  un "mélange" de glycopeptides d e  mucines. O r  

la s t ruc tu re  des chaînes osidiques, leur acidité re lat ive (subst i tu t ion p a r  des 

résidus d'acide sialique, subst i tu t ion par  des groupements sulfatés) laissent 

supposer une sensibil i té réactionnelle au TFMS dif férente. 

Nous avons donc voulu encore optimiser les conditions d e  

déglycosylation en les adaptant aux  glycopeptides de mucines au regard  d e  l e u r  

acidi té relative. 



Tableau n013 : Etude de g lycopept ides  de mucus LER ... (de groupe sanguin O) 
par  t r a i t e m e n t  a l c a l i n  e t  dégl,ycos.ylat ion chimique. 

: témoin avant :  24 heures : 0°C 2h 0°C 3h 25°C 30mn 25°C l h  . . 
A : NaOH 0,5N : avant  Na0H:après NaOH: avant  NaOH: après soude : avant  : après : avant  : apres : 

:résiduSVm/g: rés .  Vm/g: rés .  Vm/g: rés.  Pm/g: r6s .  Vm/q: rés.  Um/g : rés .  Pm/g: rés .  Vm/g : rés.  Vm/g : rés.  Pm/g : 
: AS(X) : 3 60 : 3 83 : 2 17 : 3 42 : 2 28 : 2 47 : 2 15 : 2 28 : 2 24 : 3 49 : 
: THR : 14 308 : 5à6 167 : 14 133 : 4à5 71  : 13 156 : 5 96 : 11 62 : 3à4 43 : 14 169 : 6 118 : 
: SER : 8 1 7 1 : 3 à 4  1 0 7 :  8 7 5 : 4 à 5  7 0 :  8 9 3 :  3 5 6 :  8 4 7 :  3 3 9 :  8 9 6 :  4 7 0 :  
: GL(X)  : 3 6 4 :  4 1 1 8 :  3 2 5 :  4 6 6 :  3 4 2 :  3 5 5 :  4 2 2 :  3 3 6 :  3 3 2 :  3 6 1 :  
: PRO : 6 137 : 4à5 130 : 7 64 : 6 91  : 6 77 : 4à5 8 9 :  5 3 1 :  4 5 0 :  6 7 6 :  5 9 6 :  
: GLY : 4 96 : 5 142 : 4 41  : 6 96 : 5 58 : 3à4 72 : 6 35 : 4 49 : 4à5 53 : 4 74 : 
: ALA : 5 1 1 3 :  3 8 4 :  5 4 6 :  4 6 0 :  5 5 9 :  3 58 : 5 27 : 2à3 29 : 5 58 : 3à4 62 : 
: VAL+ : 2+ 51  : 2+ 60 : 2+ 21 : 2+ 31  : 2+ 28 : 2+ 40 : 2+ 14 : 2+ 24 : 2+ 26 : 2+ 37 : 
: MET : - - :  - - :  - _ .  _ - 
C Y S  : -  - .  - - .  - .. - - :  - - .  - - 1  - :  - 
: ILE : 1 2 4 :  1 2 4 :  1 1 0 :  1 1 7 :  1 1 5 :  1 2 2 1  7 :  1 9 :  1 1 4 :  1 1 9 :  
: LEU : 2 4 2 :  1 3 0 :  2 2 0 :  2 3 1 :  2 2 9 :  2 36 : 2 13 : l à 2  17 : 2 24 : 2 35 : 
: TYR : 1 11:  ' 1  1 7 :  - - 1 1 0 :  - - : 0à1 9 : -  - : 0 à 1  5 :  - - : 0à1 10 : 
: PHE : 1 1 6 :  1 2 3 :  1 7 :  1 1 4 :  1 11: 1 1 4 : l  6 :  1 1 0 :  1 8 :  1 1 5 :  
L Y S  2 49 : l à 2  46 : 1 9 :  1 1 5 :  1 1 4 :  1 1 5 : l  7 :  1 8 :  1 11: 1 1 5 :  
: HIS* : l* 2 2 :  1* 1 7 :  1* 9.5 l* 1 2 :  l* 1 2 :  l* 11 : l* 6 : l* 7 :  l* 1 2 :  l* 11: 
: ARG : 2 46 : l à 2  42 : 1 12 : 1 20 : 1 17 : 1 21 : 1 7 : 1 1 0 :  1 1 4 :  1 2 1 :  
:To ta l  r ésA  55 5 3 41  a 43 : 5 1 5 1 5 1 3 /  a 39 : 

. 
: GLCNH2A ; 32 /O2 : 17 510 : 25 23/ :16à17 257 : 21 255 : 9 183 : 8 46 : 5 62 : 5 
: GALNH A : 17 377 : 6 182 : 17 164 : 9 137 : 15 184 : 7à8 151 : 11 66 : 5à6 65 : 13 151 : 7 129 : 
:AA hyd?o- : 2 2 8 à 1 0  : 22 : 8 à 1 0  : 2 1  : 8 : 19 : 6 à 7  : 22 10 
: x y l é s A  : 
:AA g/100g: 12,23 : 11,06 : 4,86 : 6,46 6,44 : 6,55 : 3,04 : 3,62 6,19 : 6,99 : 

:% ga lac to :  - ( a )  ( b )  : ( a )  ( b )  : ( a )  (b )  : (a )  (b) : 
65 : :samine : 0 + 4 7 :  12 + 4 6 : 35 + 33 24 + 35 : 

:é l im inée : ,: d .  

:+% e f f i -  : 5 9 
: c a c i t é A  : 
: % g luco  : 
: samine : 47 : 22 + 27 : 3 4 + 37.5 : 75 + 9 84 + 5 :  

A Les c a l c u l s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  en u t i l i s a n t  comme double base *1 ' H i s t i d i n e  e t  l a  +Va l ine  
A % de galactosamine 61 iminée après dégl  ycos .y la t ion  chimique ( a )  e t  t r a i t e m e n t  a l c a l  i n  (b )  
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Ainsi  les glycopeptides pronasiques de mucus ont-i ls été fractionnés 

s u r  DEAE Sephadex-A25 lo rs  d'une étape préalable (appendice technique). 

Après dialyse e t  lyophilisation, chacune des fractions de glycopeptides (F igure  

nOIO) a été soumise séparément à la déglycosylation chimique en TFMS à 25OC 

pendant 3 heures e t  dans u n  rappor t  glycopeptides 1 TFMS de 10mg/ml. 

La composition en acides aminés nous a permis d e  calculer la longueur 

moyenne du squelette pept idique de chaque fract ion éluée a u  cours du gradient  

discontinu. La teneur en N-acétylgalactosamine étant le témoin des branchements 

osidiques, sa diminut ion a été suiv ie e t  considérée comme un c r i t è re  d'eff icacité 

de la déglycosylation. La teneur en résidus de N-acétylglucosamine e t  la 

composition en sucres sont les tbmoins de la complexité des chaînes oligo- 

saccharidiques périphériques. La teneur en acide sialique e t  en groupements 

sulfatés permet d'évaluer l 'acidité relat ive des fract ions les unes par  rappor t  

aux autres. 

A - La fract ion éluée Dar le NaCl 0.01M 

C'est la première f ract ion éluée, elle coïncide avec une s t ruc ture  e n  

acides aminés de 60 à 62 résidus s u r  la base d'un rés idu d'hist idine (Tableau 

n014). Cette s t ruc tu re  supporte 56 oses neutres e t  osamines. Elle est peu  

fournie en résidus de N-acétylgalactosamine. Apros déglycosylation chimique. 

l'axe peptidique est peu modifié ; il n'est plus por teur  que d'un résidu d e  

galactose e t  d 'un  rés idu de N-acétylglucosamine. La f rac t ion  ini t iale des 

"glycopeptides 0 ,O1 Mu est contaminée pa r  des N-glycopeptides (présence d e  

mannose) provenant des N-glycoprotéines présentes dans les mucines. 

6 - La fract ion éluée Dar le NaCl 0.1M 

Cette fract ion présente un axe peptidique moyen p lus  cou r t  (51 à 52 

résidus).  La fract ion osidique est  formée de 77 oses neutres e t  osamines. Après 

déglycosylation chimique, il reste 2 résidus de N-acétylgalactosamine, e t  aussi 2 

résidus de N-acétylglucosamine avec u n  résidu de mannose, ce dern ier  rés idu 

pouvant éventuellement correspondre à un résiduel de N-glycanne. A u  total nos 

conditions semblent particulièrement adaptées aux "glycopeptides 0,1 Ml'. On 

constate que la longueur moyenne des peptides est de  60-61 résidus, élément 

qu i  confirme que le traitement re tenu respecte a u  maximum l ' in tégr i té  pept idique 

e t  aurai t  tendance à sélectionner des peptides p lus  r iches en acides aminés 

hydroxylés e t  en proline. 
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C - La fraction éluée par le NaCl 0,3M 

Cette fract ion possède un squelette peptidique de 50 résidus environ su r  la 

base d'un résidu d'histidine. L'axe peptidique présente une p lus  grande densité 

en sites potentiels de  glycosylation (19 résidus de sérine e t  de thréonine). La 

structure comporte environ 100 oses neutres e t  osamines qui ne  sont plus que 

17 aprés déglycosylation. Cette fract ion est la seule à se colorer au  P.A.S. 

après déglycosylation. Ceci impliquerait des structures osidiques résiduelles 

plus longues voire complétes. La déglycosylation chimique n'élimine que 45% des 

points de branchement des chaînes oligosaccharidiques ( i l  reste 7 résidus de  

N-acétylgalactosamine). Le nombre relativement faible de résidus de  glucosamine 

apr6s déglycosylation e t  relativement élevé en résidus de galactose orienterait  

en toute hypothése vers  la fréquence de présence de noyaux de  type  : 

Ga1 1 ~ 3 G a l N A c  -0.Thr (ou Ser) (VAN HALBEEK e t  coll, 1982 (189)). 

Aprés déglycosylation donc, il demeure 7 résidus de N-acétvIqalactosarnine. 3 

résidus de  N-acétylqlucosamine, 5 résidus de galactose et  1 à 2 rbsidus de  

fucose (Tableau n014), ce qu i  laisse à entendre que les conditions de 

déglycosylation ne sont pas optimales pour  cette catégorie de glycopeptides, 

D - La fraction éluée par le NaCl 0,5M di te It0,5Mat' 

Cette fract ion comporte environ 50 résidus amino-acides avant déglyco- 

sylation. La déglycosylation n'affecte pas les résidus d'acides aminés 

hydroxylés . Cette s t ruc ture  est porteuse d'environ 55 oses neutres e t  osamines 

e t  de 8 branchements osidiques potentiels ( 8  résidus de N-acétylgalactosamine). 

Deux à t ro is  de ces points de branchement persistent après déglycosylation. If 

reste en e f fe t  2 résidus de N-acétylgalactosamine, 1 résidu de  N-acétylgluco- 

samine et 2 résidus de galactose. Ic i  encore on note une l'résistance" de types 

structuraux compatibles en toute h ypothése avec l'existence d e  noyaux de  

type : 

GalNac -O-Thr (ou Ser) 

Ga1 1 

GalNac -O-Thr (ou Ser) 
/3 



E - La f ract ion éluée Dar le NaCl 0.5M di te "0.5Mb1' 

Cette f ract ion est éluée un peu après la f ract ion "0,5MaM. O r  le 

squelette pept idique est p lus cou r t  (44 à 47 résidus) que celui  de  la f ract ion 

précédente. La déglycosylation chimique par  contre n'ampute pas le peptide. 

Celui-ci, s' i l  est p lus  cour t  que l'axe peptidique déf in i  au  niveau de fa fract ion 

"0,5Ma1', est  por teur  d'une f ract ion osidique p lus  importante puisqu'elle est  de  

66 oses neutres e t  osamines (soi t  10 résidus de p lus  que la f ract ion "0,5Maf'). 

Le nombre de points de branchement potentiels est le même ( 8  à 9). 1 1  ne res te  

plus qu'un seul po in t  de branchement potentiel (1 rés idu d e  N-acétylgalacto- 

samine) après déglycosylation. II reste en fai t  4 oses e t  osamines qui sont 2 

résidus de N-acétylglucosamine, 1 rés idu  de N-acétylgalactosamine e t  1 rés idu  

de galactose. 

II semble donc qu'à nouveau, comme pour la f rac t ion  NaCl O,tM, les 

conditions retenues soient sinon optimales, tout  au moins uti l isables. 

F - La fract ion éluée pa r  le NaCl 0,7M 

C'est la fract ion la p lus acide, la p lus r iche en groupements sulfatés. 

Sa s t ruc tu re  peptidique est t rès  courte (38  à 41 résidus d'acides aminés) s u r  la 

base d'un résidu d'histidine. Un hydroxyamino-acide s u r  2 pou r ra i t  i n te rven i r  

dans le branchement d'une chaîne oligosaccharidique. Le pept ide est por teur  de 

74 oses neutres e t  osamines. Le TFMS ne laisse que 4 oses en place : un rés idu 

de galactose, 1 de N-acétylglucosamine e t  2 résidus de N-acétylgalactosamine. 

Cette f ract ion après déglycosylation est PAS négative. Le rendement en peptides 

est bon, au même t i t r e  que celui des fract ions NaCl 0,lM e t  0,5Ma. 

G - Conclusion 

Nous avons pu séparer 6 fract ions bien individualisées e n  fonction d e  

leur degré d'acidité croissante e t  de leur  hétérogénéité osidique. Ces fract ions 

possèdent toutes une richesse notable en acides aminés hydroxylés,  en résidus 

de prol ine e t  de glycocolle. La longueur du moti f  pept idique var ie  cependant d e  

40 à 60 résidus s u r  la base d'un résidu d'histidine. 



II existe de p lus une grande dispersion dans le nombre de résidus 

d'oses e t  d'osamines portés par  le squelette peptidique. Ainsi, la fraction éluée 

au milieu du chromatogramme par  la solution de ch lorure  de sodium 0,3M est-elle 

porteuse d 'envi ron 100 oses e t  osamines a u  niveau de 12 à 13 points de 

branchement potentiels. Une fract ion p lus  acide pa r  contre, comme celle éluée 

par  le ch lorure  d e  sodium 0,7M por te  des points de branchement moins 

nombreux (9) .  La fract ion "0,3M1' s'avère ê t re  p lus  résistante à la 

déglycosylation puisque p lus d'un résidu de N-acétylgalactosamine su r  2 reste 

en place après trai tement alors que les autres fract ions du chromatogramme 

perdent les t ro i s  q u a r t  de leurs rés idus de N-acétylgalactosamine. Les 

rendements de déglycosylation, exprimés en masse d e  peptides obtenues p a r  

rapport  à la masse de peptides attendus, sont t rès  dispersés (Tableau n015). 

I l s  var ient  de 12% ( f ract ion "0 ,5Mb1') à 45% ( f ract ion " O  ,lM1'). La déglycosylation 

obtenue à p a r t i r  d e  "pool" de  glycopeptides é ta i t  une  moyenne ent re  les 

rendements s u r  d i f férentes populations de glycopeptides présents dans le mucus 

e t  plus o u  moins sensibles aux conditions retenues. 

Lorsque nous regardons en parallèle le nombre d'acides aminés 

hydroxylés e t  le nombre de résidus de N-acétylga lactosamine, nous remarquons 

que la sérine conserve u n  taux relativement constant avan t  e t  aprés 

déglycosylation, qui pour ra i t  ê t re  rapproché du nombre d e  rés idus de N-acétyl- 

galactosamine résistants. Aussi pourrions-nous "associer1' la résistance du 

glycanne à la déglycosylation e t  la not ion de rés idu d e  sér ine intervenant  

dans le po in t  de branchement. 

Ains i  s'établit la nécessité de ten ter  d'optimiser les conditions de 

traitement au regard  de la qual i té e t  sur tou t  du degré d'acidité des 

glycopeptides de mucus. 

I V  - TENTATIVES D'AMELIORATION DU POURCENTAGE DE DEGLYCOSYLATION 

AVEC RESPECT DE L'INTEGRITE PEPTlDlQUE 

A - Uti l isat ion d'un autre piège 

L'anisole u t i l i sé  pour la protect ion de l'axe pept id ique lors d e  la 

déglycosylation est, nous l'avons vu, t rès  d i f f ic i le  à éliminer. D u  fa i t  de son 

interact ion avec le matériel déglycosylé, il pour ra i t  ê t r e  responsable de la 
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mauvaise résolut ion des peptides étudiés en gel de polyacrylamide. De ce fait, 

nous avons remplacé cet agent protecteur  p a r  u n  acide aminé aromatique : la 

phénylalanine. Celui-ci est structurel lement beaucoup p lus  proche que  I'anisole, 

des acides aminés const i tuant le matériel pept idique à déglycosyler. Pour des 

problèmes de solubil i té, la molarité en phénylalanine ajoutée n 'at te int  que 3mM. 

Elle représente le dixième de celle atteinte pa r  I'anisole lo rs  du traitement. 

Cette modification technique permet d'alléger le protocole expérimental e n  

éliminant directement la phénylalanine. Après déglycosylation e t  neutral isat ion 

par la pyr id ine ,  le matériel sub i t  une évaporation sous azote pu is  une seule 

série de dialyses. L'étape de l 'extract ion à l 'éther n'est p l u s  nécessaire. Le 

matériel lyophil isé es t  alors précip i té à l'acétone anhydre à -20°C pendant 24 

heures. E n  ce qui concerne les glycopeptides de mucus, ce nouvel agent  

protecteur permet une déglycosylation importante (Tableau n016). E n  ef fet  le 

nombre de résidus d e  N-acétylglucosamine passe de 20-21 à 1-2. A u  niveau des 

points d e  branchement, la déglycosylation est également eff icace comme en 

témoigne la chute du nombre de résidus de N-acétylgalactosamine (élimination de 

92%). Parallèlement à cette dernière observation, le nombre de rés idus d'acides 

aminés hydroxylés reste stable (16 résidus) de même que sa proport ion (28%) 

par rappor t  à l'ensemble des autres résidus amino acides. La phénylalanine n 'est  

pas totalement éliminée après une première série de dialyses contr6lées. Si le 

rendement de  déglycosylation par  rappor t  à la galactosamine es t  d e  l 'ordre d e  

928, celui exprimé en nanomoles d'acides aminés est mult ipl ié p a r  un facteur de 

1 , 2 .  1 1  passe en e f fe t  de 20-258 dans les conditions standards à - 31% avec le  

nouveau "scavenger" . 

B - Délipidation préalable 

L 'af f in i té  pour  le no i r  Soudan des peptides déglycosylés en électro- 

phorèse de polyacrylamide nous a amené à envisager l 'u t i l i té  d'une dél ipidat ion 

préalable à la déglycosylation. Cette délipidation est réalisée suivant  une 

méthode dérivée de celle de FOLCH. Le matériel est r e p r i s  p a r  un mélange d e  

chloroforme-méthanol (2: 1 ,v:v) e t  il est agité énergiquement. U n  volume d'eau 

égal au volume précédent est ajouté e t  le dt-phasage est réalisé à 4OC pendant 

24 heures. 

Tro is  phases sont alors obtenues : 

- une phase supérieure hydrométhanol ique 

- un précip i té intermédiaire proté ique 

- une phase infér ieure chloroformique. 



Tableau n016 : U t i l i s a t i o n  d'un a u t r e  agent p ro tec teu r  pour l a  dégl .~cos,y la t ion 

- 

G1,ycopeptides LER.. . 25°C 3 heures 
88.5mg + 600mg phényl a l an ine  

Témoin avant : p r é c i p i t é  acétonique 
dégl ycos.yl a t i o n  : apres dégl .~cos.y la t ion : 

: rés idusA Vm/g : rés idus  Um/g : 

: AS(X) 4 107 : 4 123 : 
: THR : 9 à 1 0  231 : 10 305 : 
: SER : 5 à  6 133 : 6 172 : 
: GL(X) 5 113 : 4 124 : 
: PRO 6 150 : 7 207 : 
: GLY 5 118 : 5 à 6 161 : 
: ALA 5 120 : 5 145 : 
: VAL 3 83 : 2 à 3 76 : 
: CYS/2 O - O - '  

: MET - 7 :  1 27 : 
: ILE 1 29 : 2 64 : 
: LEU 2 43 : 2 64 : 
: TYR 1 18 : O 6 :  
: PHE 1 21 : 4 115 : 
: LYS 2 57 : 1 à 2 45 : 
: HIS* l* 24 : l* 29 : 
: ARG : l à 2  37 : l à 2  41 : 

: % AA g/100 13,17 18,12 
A:  

: masse de m a t é r i e l  : 
: dé dépar t  mg 

:masse de pep t ide  mg: 11,6 3,66 

: rendement déglyco-: 
: s y l a t i o n  % pa r  : - 92 
: rappo r t  GalNAc : 

: rendement déglyco- : 
: s y l a t i o n  en masse : 
: de p r o d u i t  

ALes c a l c u l s  on t  é t é  e f f ec tués  sur  l a  base d ' l *  r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  



Dans la phase hydrométhanolique (Tableau n017), 22% du matériel d e  

départ  est  ret rouvé e t  sub i t  la déglycosylation à 2S°C pendant 3 heures dans 

un rappor t  glycopeptides 1 TFMS de 10mg/ml. 

La composition en acides aminés du tableau n017 atteste des 

rendements catastrophiques (10 à 20 fois moins importants) e n  peptides p a r  

rappor t  a u  produ i t  déglycosylé non délipidé au départ.  Ce matériel est p e u  

déglycosylé comme le montre le nombre de résidus de N-acétylglucosamine e t  de 

N-acétylgalactosamine (élimination de 58%). Enfin, le nombre de résidus d'acides 

aminés hydroxy lés  est conservé. 

La délipidation préalable pour ra i t  donc sensibil iser à l'action d'agents 

chimiques de déglycosylation particuliérement agressifs. Les l ipides pour ra ien t  

jouer un r6 le protecteur de I'axe peptidique. 

C - Uti l isat ion de déteraents 

Nous avons vu précédemment que l'axe pept id ique des glycopeptides 

de mucus présente une grande f rag i l i té  aux  hydrolyses acides secondaires. Nous 

avons donc tenté de le protéger, de "l'envelopper" p o u r  év i te r  l 'agrégation des 

peptides déglycosylés après leur  déglycosylation e t  l ' in tervent ion s u r  les liaisons 

CO-NH d'agents d'hydrolyse. Nous avons ut i l isé deux détergents de na tu re  

d i f férente : 

- le dodécyl sulfate de sodium (SDS), détergent anionique 

- le t r i t o n  X100, détergent  non ionique. 

De pa r  son caractère non ionique, le t r i t o n  XlOO o u  isooctylphenoxy 

polyéthoxyéthanol peut  permettre des interact ions hydrophobes avec le  matériel 

étudié. Les détergents appart iennent a u  groupe des lipides. La notion d e  

B.H.L. ou  balance hydrophi le l ipophi le permet de sélectionner le détergent p o u r  

des applications particulières. Les détergents les p lus  eff icaces o n t  une B.H. L. 

comprise en t re  12,s e t  14,s (HELENIUS e t  SIMONS, 1975 (67)). Le t r i t o n  XlOO 

possède une B.H.L. d e  13,5. Le dodécyl sulfate d e  sodium est ajouté a u  

matériel avant  lyophil isation e t  dessication sous forme d'une solution d e  

concentration 50mglml. Le matériel est déglycosylé dans les condit ions 

standards. L'association d 'un  détergent te l  que le - SDS à l 'agent de  protect ion 

habituel (anisole) semble renforcer  cette protect ion de l 'axe peptidique. Le t a u x  

de N-acétylgalactosamine restant correspond à un rendement d e  50%. L ' in tégr i té  

de I'axe peptidique semble conservée comme le montre la composition en acides 

aminés du tableau n018. 



Tableau n017 : D é l i p i d a t i o n  e t  dégl,ycos.ylation 
de g lycopept ides de mucus LER... (de groupe sanguin O) 

G1,~copeptides de mucus LER.. . 
: Témoin avant : Phase h,ydro- : après t r a i t emen t  : 
: dé1 i p i d a t i o n  : méthanolique : 25°C 3h 

: rés idusA Mm/g : rés idus Mm/g : rés idus  Mm/g : 

: AS(X) : 4 107 : 4 102 : 5 à 6 89 : 
: THR : 9 à 1 0  231 : 9 à 10 256 : 10 165 : 
: SER : 5 à 6  133 : 6 156 : 8 131 : 
: GL(X) : 5 113 : 4 117 : 6 98 : 
: PRO : 6 150 : 6 172 : 5 86 : 
: GLY : 5 1 1 8 :  5 132 : 8 134 : 
: ALA : 5 120 : 5 139 : 6 92 : 
: VAL : 3 83 : 2 51  : 2 34 : 
: MET : O 7 :  - 7 :  - - 
: CYS : O - - 6 :  - - 
: ILE : 1 29 : 1 28 : 2 38 : 
: LEU : 2 43 : 2 45 : 4 62 : 
: TYR : 1 18 : 1 14 : 1 17 : 
: PHE : 1 21 : 1 19 : 1 2 1  : 
: LYS : 2 57 : 2 65 : 2 27 : 
: H I S *  : l* 24 : l* 26 : l* 16 : 
: ARG : l à 2  37 : l à 2  40 : 2 35 : 

: % AA g/100g : 13,17 13,96 10,78 

: nombre AAA : 51  à 54 51 à 53 63 à 64 

: GlcNH2A : 20 à 21  499 : 18 488 : 1 15 : 
: GalNH2A : 12 289 : 10 269 : 5 85 : 

: masse de 75 15,65 1,1 
: maté r i e l  mg : 

: masse de 9,88 2,18 0,119 
: pept ide mg : 

: rendement en : 
: pept ide pa r  : 
: rappo r t  au : 
: p r o d u i t  de : 
: dépar t  % : 

ALes ca l cu l s  on t  é t é  e f f ec tués  sur  l a  base d ' l *  r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  



Tableau n018 : U t i l i s a t i o n  de SDS e t  dég l ,vcos .~ la t ion  chimique 
de g l ~ c o p e p t i d e s  de mucus LER... (de groupe sanguin O) 

- 

: Témoin avant : SDS / TFMS : 

: rés idusA Pm/g : rés idus  Pm/g 

: AS(X) : 4 107 : 4 150 : 
: THR : 9 à 1 0  231 : 14 à 15 595 : 
: SER : 5 à 6  133 : 8 312 : 
: GL(X) : 5 113 : 5 195 : 
: PRO : 6 150 : 9 358 : 
: GLY : 5 118 : 5 216 : 
: ALA : 5 120 : 6 258 : 
: VAL : 3 83 : 2 94 : 
: MET : O 7 :  - - 
: CYS - O :  - - 
: ILE : 1 29 : l à 2  62 : 
: LEU : 2 43 : 2 à 3  107 : 
: TYR : 1 18 : 1 33 : 
: PHE : 1 21 : 1 30 : 
: LYS : 2 57 : 1 36 : 
: H I S *  : l* 24 : l* 41 : 
: ARG : l à 2  38 : l a 2  67 : 

: AA g/100g : 13,17 25,7 

: nombre AAA : 51 à 54 61 à 65 

: GlcNH2A : 20 à 21 499 : 1 56 : 
: GalNH2A : 12 290 : 6 257 : 

: masse de 
: ma té r i e l  mg : 75 14,8 

- 
: masse de 
: pept ide mg : 9,88 3 8  

: rendement en : 
: pept ide % : - 38,5 

ALes  ca l cu l s  on t  é t é  e f fec tués  sur  l a  base d'l* r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  



Ainsi le rendement e n  peptides double e t  passe à 38%. Cependant s i  les chaînes - 
oligosaccharidiques pér iphér iques semblent profondément remaniées, les points 

de branchement (N-acétylgalactosamine) rés is tent  mieux a u  trai tement que 

lorsque la phénylalanine est uti l isée comme agent  de  protection. 

D - Association de la délioidation e t  des déteraents 

L'ut i l isat ion des détergents semble o f f r i r  une bonne protect ion au  

squelette peptidique. Aussi avons-nous essayé de mettre ce phénomène à p r o f i t  

pour  dél ipider le matériel de façon à pouvoir  le déglycosyler dans des condit ions 

plus favorables. L o r s  d'une délipidation réalisée antérieurement, e t  après 

déglycosylation, les rendements sont de l ' o rd re  de 4% (Tableau n019). De plus, 

si  les chaînes osidiques périphériques sont éliminées il reste encore env i ron  la 

moitié des points d e  branchement potentiels (5 s u r  12). Ces rendements sont 

donc t rès  bas même s'ils sont deux fois supérieurs à ceux obtenus après 

délipidation seule. La protect ion de l 'axe peptidique existe mais elle semble 

insuff isante pour le maintien du rendement obtenu sans délipidation. 

E - Association d e  la phénylalanine e t  des détergents 

L'association de plusieurs détergents tels que le SDS e t  le t r i t o n  XI00 

a été envisagée. Lorsque deux détergents sont in t rodu i ts  lors d e  la réaction, le 

premier est ajouté avan t  la dessication du matériel, il in terv ien t  donc lo rs  d e  la 

phase de déglycosylation proprement dite. Le deuxième est i n t rodu i t  lo rs  de la 

neutralisation, dissous dans la pyr id ine  aqueuse ; il in terv iendra i t  s u r  la 

conformation d u  pept ide lors du repassage en phase aqueuse. 

La concentration en t r i t on  XI00 do i t  ê t re  supérieure à la C.M.C. 

(Concentration micellaire c r i t ique : 154mgll). Nous nous plaçons à une  molarité 

de SDS telle que tous les sites de la proté ine soient saturés (321~moles de 

SDSll.imole de protéine).  Deux produi ts  d i f fé rents  on t  été testés : 

- un "mélange" global de glycopeptides de mucus 

- une fract ion éluée de la DEAE Sephadex p a r  du ch lorure  d e  sodium 

0,3M. 

Ces fract ions ont  été déglycosylées dans les conditions standards, en  

présence de phénylalanine + SDS ; + SDS e t  t r i t o n  XI00 ; + t r i t o n  XlOO ; + 
t r i t on  XI00 e t  SDS (Tableau n020). L'ut i l isat ion d e  SDS e t  de  phénylalanine 



Tableau no 19 : U t i l i s a t i o n  de l a  d é l i p i d a t i o n  e t  du SDS pour l a  
dégl.ycos.~lat ion de g1,~copeptides de mucus LER.. . (de groupe sanguin O) 

G l ~ c o p e p t i  des de mucus LER.. . 
* 

: Témoin avant : Phase hydro- : Après t ra i t emen t  : 
: d é l i p i d a t i o n  : méthanolique : SDS/TFMS 25OC 3h : . 
: résidusA Um/g : résidus Um/g : rés idus  Um/g . 

: AS(X) : 4 107 : 5 98 : 4 à 5  66 : 
: THR : 9 3 1 0  231 : 9 192 : 9 140 : 
: SER : 5 a 6  133 : 6 121 : 7 110 : 
: GL(X) : 5 113: 4 87 : 5 74 : 
: PRO : 6 150 : 6 133 : 5 75 : 
: GLY : 5 118: 4 91 : 7 102 : 
: ALA : 5 120 : 5 105 : 5 81 : 
: VAL : 3 83 : 2 36 : 2 32 : 
: MET : O 7 :  - - - - -  
: CYS : O - - 10 : - - - 
: ILE : 1 29 : 1 25 : l à 2  24 : 
: LEU : 2 43 : 2 38 : 3 42 : 
: TYR : 1 18 : 0 a 1  13 : 1 17 : 
: PHE 1 21 : 0 à 1  13 : 1 18 : 
: LYS : 2 57 : 2 49 : 1 19 : 
: H I S *  l* 24 : l* 21 : l* 15 : 
: ARG : l a 2  38 : 1 30 : 2 26 : . 
: % AA g/100g : 13,17 10,78 8,50 

I . 
: nombre AAA : 51 a 54 48 a 52 54 à 56 

: GlcNH2 A : 20 à 21 499 : 17 a 18 367 : 1 21 : 
: GalNH2A : 12 290 : 9 à 10 199 : 5 80 : 

: masse de 7 5 15,65 4,6 . 
: matér ie l  mg : . . . 
: masse de 
: peptide mg : 

: rendement/ : - 
: t é m o i n  % : 17 4 . 

: rendement/ : 
: dé l i p ida t i on  : - - 23 
: % 

ALes c a l i u l s  on t  é té  effectués sur l a  base d ' l *  bésidu d ' h i s t i d i n e  



Tableau n020 : Dégl.ycos.yl a t i o n ,  en présence de dé tergents  e t  de phény la lan ine ,  
de g lycopept ides  de mucus LER ... (de groupe sanguin 0 )  

t r a c t i o n  0.3M (NaCl) "Pool " 
: avant  : SDStPhe : SDStPhe :TXlOOtPhe: TXlOOtPhetSDS: avant  : SDStPhe : SDStPhe :TXlOO+Phe: TXlOOtPhetSDS: 

: tTX100 : : tTX100 : 
: r é s 4  Vm/g:rés. Ilm/g:rés. Vm/g:rés. Vm/g: rés .  Vm/g :rk. Vm/g:rés. Vm/g:rés. iJm/g:rés. Vm/g: rés .  Vm/g : 

: AS(X) 
: THR 
: SER 
: GL(X) 
: PRO 
: GLY 
: ALA 
: VAL 
: MET 
: CYS 
: ILE : 1 25 : l à 2  16 : 2 17 : 1 69 : 2à3 10 : 1 26 : l à 2  8 : 1 10 : 1 91  : 1 18 : 
: LEU : 1 3 7 :  2 2 1 :  3 2 3 :  2 1 2 7 :  3 11 : 2 47 : 2 9 : 2 14 : 2à3 177 : 2 38 : 
: TYR : O 6 : O à l  4 :  1 5 : O à l  3 0 :  2 6 : 0 à 1  1 2 :  O - :  O 2 : O à l  3 6 :  O 9 : 
: PHE : O 3 : 12 117 : 5 37 : 2 92 : 8à9 33 : 1 23 : 7à8 39 : 9 74 : 1 84 : 8 191 : 
: LYS : 1 2 9 :  1 1 3 : 1 à 2  1 3 :  1 6 8 :  2 7 : 2 64 : l à 2  8 : l à 2  11 : 1 84 : 1 28 : 
: HIS* : 1* 2 3 :  l* 1 0 :  l* 8 :  1* 53 : l* 4 : l* 2 4 :  l* 5 :  l* 8 :  l* 7 3 :  l* 23 :Y  

U 

: ARG : 1 2 5 :  1 1 2 :  1 1 1 : 1 à 2  7 9 :  2 7 : 2 5 5 :  1 6 :  1 11:  1 1 0 1 :  2à3 58 : 
: GlcNH,A :22à23 495: 13 125 : 5 39 : 0à1 32 : 2 8 19 584 : 13 66 : 6 50 : 1 61  : Oal  

. 
13 

: G ~ ~ N H ~ A  :12à13276:  9 9 0 :  6 5 0 :  1 3 7 :  2 6 : 7à8 247 : 8 42 : 7 56 : 1 63 : 0à1 12 : z : 51 à 53 : 32 à 36 : 
A :  : (sansPhe) : (sansPhe) : (sansPhe) : (sans Phe) : (sansPhe) : (sansPhe) : (sansPhe) : (sansPhe) : (sans Phe) : 

AA g/100g 12,19 : /,O5 : 4,60 : 2,6/ 3,09 : 4,6 : 40,14 : 11,4 
: Masse de u r o d u i t  : 
: t r a i t é  mg : 35 : 35 : 35 : 35 : 35 : 40 : 40 : 40 : 40 : 40 
: Masse de pept ides :  
: mg : 4,27 : - - - - : 6,96 : - - - - 
: Masse de m a t é r i e l :  
: après TFMS mg : - : 50,7 : 22,l : 1,l : 420 - : 90 : 53 : 2,7 : impesable : 
: Masse de pept ides :  
: après TFMS mg : - : 3,57 : 1 , O l  : 0,316 : 11,21 - : 2 , 7 8  2 , 4 4  1 , 0 8 :  - 
: % de / GlcNAc : 4 2 : 78 : 98 9 1 - : 32 : 69 : 95 : 97 
: d é a l v c o s v l a t i o n  : . . .. .. 

/Ga lNAc : 28 : 52 : 92 : 84 - : O  9 3 8 7 :  93 
: rendement en 
: pep t i des  % - : 83 : 24 : 7 : i n i n t e r p r é t a b l e :  - : 40 : 35 : 16 : - 

A L e s  c a l c u l s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  su r  l a  base d ' l *  r é s i d u  d ' h i s t i d i n e  



d'une par t ,  de SDS, de phénylalanine e t  de t r i t o n  XlOO d'autre pa r t ,  donne un 

matkriel passablement déglycosylé avec une élimination d e  32 à 78% des rés idus 

de N-acétylglucosamine e t  de  O à 93% des résidus de N-acétylgalactosamine. La 

phénylalanine est b ien  dialysée lorsqu'elle est ut i l isée e n  présence d e  t r i t o n  

XlOO seul e t  seulement dans ce cas. D'ail leurs l'association phénylalanine - 
t r i t o n  XlOO donne un matériel t rés bien déglycosylé que ce soi t  a u  niveau des 

chaînes périphériques o u  des points de branchement potentiels. Ce matériel est  

de p lus r iche en acides aminés (29 à 40%). Cependant le rendement e n  peptides 

est faible (7 à 16%). L'uti l isation du t r i t o n  XI00 pu is  du SDS dans un meme 

essai donne un matériel t rés  d i f f ic i le  à préc ip i te r  à l'acétone e t  p a r  conséquent 

pauvre en acides aminés. Nous remarquons de p lus  une chute  sensible du t a u x  

des acides aminés hydroxylés. Cette diminut ion est  à rapprocher d'un 

raccourcissement d'un t ie rs  de la longueur du peptide dans le cas du "pool". 

Ceci pour ra i t  t r a h i r  une altération importante du squelette pept id ique due à un 

encombrement s tér ique ent re  l'un ou l 'autre ou les deux détergents e t  le piège, 

qui pour ra i t  alors empêcher l'accessibilité du matériel à l'agent d e  

déglycosy lation . 

V - SEQUENCES AMINO-ACIDES DES PEPTIDES DEGLYCOSYLES 

Les glycopeptides de mucus bronchique isolés p a r  chromatographie s u r  

DEAE Sephadex e t  élués pa r  du ch lorure  d e  sodium 0,3M o u  0,7M o n t  été 

analysés pa r  dégradation automatique d e  Edman (1 956) 141 ) après 

déglycosylation. Les étapes de cette dégradation sont décri tes dans l 'appendice 

technique. Dans le cas des glycopeptides de mucus élués pa r  le NaCl 0,3M, 320 

nanomoles (10mg) d e  produ i t  on t  été déposés en deux temps dans la coupelle 

d'un séquenceur automatique Beckman 890C. D ix  nanomoles de glycopeptides d e  

mucus élués par  d u  NaCl 0,7M et  déglycosylés o n t  pu également ê t r e  ut i l isés en 

faisant appel cette fois à u n  séquenceur en phase gazeuse App l ied  Biosystems 

couplé à une HPLC. Les rendements obtenus sont faibles. Nous nous heur tons  

aussi aux problèmes inhérents à la na ture  d e  certains acides aminés qui 

représentent de réelles d i f f icu l tés d' ident i f icat ion de leur  PTH dér ivés (pa r  

exemple : la thréonine e t  la sérine ne se re t rouvent  qu'à 10% d e  la quant i té  

d'acides aminés attendue au cours du cycle. D'autres acides aminés tels que  la 

prol ine ne donnent, au  cours de la dégradation récur rente  de Edman, que  des 

rendements de l 'o rdre  de 50% car i ls  posent d e  gros  problèmes a u  niveau d e  

l'étape de clivage. Aussi lorsque les séquences sont du type  SER-THR-PRO-PRO- 

ALA-THR, nous cumulons les d i f f icu l tés technologiques e t  nous obtenons un 



nombre de cycles interprétables en toute r igueur,  relativement res t re in t  (F igu re  

nol 1) .  Le fa i t  qu'il puisse exister des motifs répét i t i fs  faisant i n te rven i r  les 

acides aminés c i tés précédemment, est aussi un obstacle supplémentaire p o u r  

l 'obtention de séquences conséquentes. Les résultats obtenus, malgré des 

conditions expérimentales de déglycosylation jugées satisfaisantes à l'étape 

analytique, nous ont  amené à abandonner l'approche s t ruc tura le  des mucines 

bronchiques p a r  les techniques biochimiques de dégradation de Edman. 

A ce stade, no t re  or ientat ion ve rs  la Biologie Moléculaire s'imposait 

à nous : en exploi tant les résultats fragmentaires de séquence amino-acide p o u r  

préparer  des oligonucléotides de synthése, en  mettant à p r o f i t  l 'optimisation des 

conditions expérimentales de déglycosylation pour  obteni r  un immunsérum 

spécif ique de l 'axe peptidique des mucines trachéobronchiques. Nous avons 

choisi d 'ut i l iser  parallèlement ces deux voies e t  préparer  des sondes 

oligonucléotidiques e t  immunologiques représentatives de l'axe pept id ique des 

mucines au n iveau des touf fes de glycosylation. 

V I  - DEFINITION DES SONDES OLIGONUCLEOTIDIQUES ET IMMUNOLOGIQUES 

EN VUE DE L'APPROCHE PAR LA BIOLOGIE MOLECULAIRE 

A - Sondes oligonucléotidiques 

Les résultats d e  séquences part iel les amino-acides obtenues à p a r t i r  

de glycopeptides d4glycosylés par  oxydation periodique ou chimique p a r  l 'acide 

trif luorométhane sulfonique nous ont  permis pa r  compilation d e  concevoir une 

séquence "représentative" des zones de glycosylat ion des glycopeptides d e  

mucines trachéobronchiques humaines. 

PRO m 
SER-M-AM-SER-AM-TCR-1)R 

GLY GLY 

f f i  ARC 

La synthèse d'oligonucléotides étant  destinée au cr iblage d'une banque 

de muqueuse trachéale humaine en vecteur gtlO dont  la construct ion sera 

présentée dans le troisième chapitre. 
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B - Sondes immunologiques 

1 - Obtention de I'immunsérum 

Dans le b u t  d e  préparer  un immunsérum polyclonal reconnaissant la 

fract ion peptidique des rnucines trachéobronchiques, avec une spécif icité la p lus  

large possible à l 'égard des sous-fractions des fuco-, sialo-, sulfomucines, nous 

avons réalisé un mélange du p rodu i t  d e  déglycosylation des glycopeptides de 

rnucines en tenant compte des c r i tè res  analyt iques suivants : 

- sélection d u  matériel le mieux déglycosylé dans le respect de  l'axe 

peptidique (Tableau n021) e t  ceci, dans les conditions expérimentales les p lus  

diverses possibles (condit ions standards, après délipidation, e n  présence d e  

phénylalanine, de t r i t o n  XlOO), de  façon à éventuellement d ivers i f ie r  

I1immunogénicité d u  matériel peptidique. 

- ut i l isat ion de fract ions "mélanges" e t  de fractions pur i f iées pa r  échange 

ionique e t  éluées dans les zones de NaCl 0,3M, 0,5M, 0,7M considérées comme 

les plus représentatives des mucines trachéobronchiques du sujet sain. 

- const i tut ion d u  mélange de façon à o f f r i r  une égale représentat iv i té  des 

di f férentes classes de rnucines. 

- injection à deux lapins selon les modalités f i gu ran t  dans l'appendice 

technique pour  teni r  compte de la spécif icité individuel le d e  réponse des 

animaux. 

2 - Caractérisation des antisera 

* par  "immunoblotting" 

Les antisera des deux lapins o n t  été testés p a r  " imm~nob lo t t i ng '~  

vis-à-vis de  d ivers  matériels : 

- le mélange de glycopeptides déglycosylés ayant serv i  à l' immunisation 

- u n  mélange de glycopeptides pronasiques "nat i fs" de rnucines trachéo- 

bronchiques humaines 

- une préparat ion d e  rnucines "natives" 

- des glycopeptides déglycosylés obtenus à p a r t i r  de  la fract ion éluée en 

NaCl 0,3M au  cours d u  fractionnement s u r  DEAE Sephadex-A25. 

La f igure  n012 montre que les lapins on t  réagi  vis-à-vis du matériel 

injecté : 

- les couloirs 1 e t  3 fon t  apparaître une fo r te  réact iv i té  pa r  immuno- 

blott ing, les couloirs 2 e t  4 correspondant aux l'sera'l de  préinoculation, 

donnent une réponse négative ou non détectable. 



Tableau n021 : Rendements de d é g l ~ c o s y l a t i o n  obtenus sur des gl.vcopeptides de mucines de LER... 
(de groupe sanguin O), selon l e s  condi t ions expérimentales u t i l i s é e s  

- - - --  - - - -  

: Conditions expérimentales :Longueur du peptide: Rendement dé-:Rendement:Rendement: % : % : 
Matér ie l  : de déglycosyl a t i o n  : avant A : aprèsA : gl.vcos.v1ation:GlcNAc :/ peptide:AA g1100g: oses : 

:/GalNAc % : % : % : : restants:  

: gl.vcopeptides LER.. : standards : 55 : 52 à 54 : 65 1 :  95 : 2 0 à 2 5 :  28 : - 
: papai nelpronase : 25°C 3h 

: tra i tement  a l c a l  i n  : 36 à 41 : 6 5 : 50 : - : 11 : - 

: dégl.vcos.vlation 25°C 3h + : : 39 à 40 : 82 : 94 : - : 9,50 : - 
: tra i tement  a l c a l i n  

: f r a c t i o n  de DEAE : standards . . 
: NaCl "O,OIMM 25°C 3h : 60 à 62 : 59 à 64 : 100 cn : 8 7 , 5  29 : 3 5 3 :  4 : 

0,lM : 51 à 52 : 60 à 61 : 72 : 90 : 4 5 :  4 0 , 5  6 : 
0,3M : 50 à 52 : 49 à 52 : 44 : 87 : 25 : 32,4 : 17 : 
0,5Ma : 59 à 63 : 49 à 52 : 69 : 97 : 4 0 ;  3 7 , 2  11 : . 0,5Mb : 44 à 47 : 44 à 45 : 8 9 : 89 : 12 : 2 9 , 4  6 : . 0,7M . : 38 à 41 : 46 à 47 : 7 3 : 9 8  3 4 3 5  7 :  . . . . 

:gl.ycopeptides LER. .:-standards t phényl a lanine : 51 à 54 : 56 à 60 : 92 : 93 : 31 : 18 : - . : -dé1 ipidation+dégl.vcosyl at ion:  51 à 54 : 63 à 64 : 58 : 96 : 1 : 1 0 , 8 :  - . 
* . :-SDS + dégl.vcosu1ation ; 51 à 54 : 61 à 65 : 50 : 96 : 3 8 , 5 :  25,7 : . . . . . . . :-dél ip idat ion.  SDS e t  . . . 
b . : dégl.ycos.yl a t i o n  : 51 à 54 : 54 à 56 : 59 : 96 : 4 : 8,5 : . . : - t r i t o n  X l O O  + phényl alanine: 51 à 54 : 51 à 53 : 9 5 : 87 : 16 : 40 : . . . . . . . 9 . . . 
: f rac t i on  de DEAE : t r i t o n  X l O O  + phényl alanine: 50 à 52 : 47 à 50 : 9 2 : 98 : 7 : 28,7 : 
: NaCl "0,3MU . s . . 8 . * . . . 

ALes ca l cu l s  ont é t é  effectués sur l a  base d ' l *  rés idu  d ' h i s t i d i n e  



Figure n012 : Analyse par immunoblotting des "sera" avant 
(couloirs 2 et 4) et après (couloirs 1 et 3) immunisation 



Bien que les deux lapins présentent une réact iv i té  centrée s u r  des 

masses moléculaires al lant de 15 à 200KDa, le premier lapin (couloir  nO1) 

reconnaît du matériel de p lus  haut  poids moléculaire, alors que le deuxième 

lapin (couloir  n03) donne une déf ini t ion p lus net te pour  certaines bandes d'un 

poids moléculaire voisin de 60000 daltons. La réponse d i f fuse observée 

correspond à une mauvaise déf in i t ion électrophorétique des glycopeptides d e  

mucine déglycosylés ou non, classiquement observée dans les systémes électro- 

phorétiques. 

La f i gu re  n013 permet d'apprécier la réact iv i té des lapins à l 'égard du 

matériel glycosylé du mucus bronchique : les mucines nat ives o u  les glyco- 

peptides pronasiques. Le premier lapin montre une t r è s  faible réact iv i té p o u r  

les produ i ts  glycosylés (couloirs nO1 e t  2), alors q u e  le deuxième lap in  

présente une réponse négative ou non détectable (couloirs n05 e t  6). Ce de rn ie r  

lapin, de  plus, semble reconnaître p lus  intensément que l 'autre (couloir  n04) les 

glycopeptides déglycosylés e t  pur i f iés  (couloir n08). Les couloirs n03 e t  7 sont  

les témoins posit i fs de la f igure  n012. 

Si certains ant icorps sont  susceptibles de réag i r  vis-à-vis d'épitopes 

peptide-sucre (F igure  n013, couloir  nO1 e t  2), les "immunsera" obtenus 

réagissent essentiellement vis-à-vis du domaine pept id ique correspondant a u x  

régions hautement glycosylées ou de régions d i tes nues démasquées ou exposées 

à la suite de la déglycosylation 

* p a r  immunohistochimie 

La qual i té de  nos ant icorps ainsi  que leur  spécif icité a u  n iveau 

t issulaire e t  cellulaire ont  été testées s u r  coupes histologiques (vo i r  appendice 

technique). La photographie nO1 révèle que l 'ant icorps total  es t  capable d e  

reconnaître les cellules caliciformes (1 A, 1 C) e t  les glandes muqueuses (1 B )  d e  

la muqueuse trachéale humaine ainsi  que les cellules caliciformes ( ID )  d e  la 

muqueuse colique humaine. 

Le marquage est observé autour du noyau dans les cellules 

caliciformes e t  en pér iphér ie des glandes muqueuses ("cup-shaped") c'est-à-dire 

s u r  le l ieu de synthèse précoce, e t  jamais au niveau des gra ins  de sécrétions 

(mucines glycosylées). Ceci est la preuve d'une réelle spécif ic i té de  l'immun- 

sérum à l 'égard des épitopes peptidiques du matériel in jecté aux  lapins. 



Figure n013 : Analyse par irnmunoblotting des "antisera" vis-a-vis 
de rnucines natives (couloirs 1 e t  5 ) ,  de glycopeptides pronasiques 
(couloirs 2 e t  61, de glrcopeptides dégl.ycos.ylés (couloirs 3 e t  7) 
e t  de l a  fraction de .DEAE éluée par l e  NaCl 0,3M (couloirs 4 et  8) 





VI1 - CONCLUSION 

De l'ensemble de ces résultats, des aspects négati fs e t  posit i fs sont à 

noter. 

A - Les a s ~ e c t s  néaati fs 

II est apparu que l'électrophorèse de tamisage moléculaire n'a pas 

permis d'étudier les c r i tè res  d'homogénéité e t  de masse moléculaire des p rodu i t s  

déglycosylés. 

L'axe peptidique, une fois débarrassé d e  la volumineuse copule 

glycannique hydrophi le qui l 'entoure, semble susceptible de vo i r  sa s t ruc tu re  

secondaire se réagencer. Si le réarrangement se matérialise en une super hél ice 

grâce à des interactions hydrophobes de b r i n  à brin, on peut supposer que les 

molécules de colorant, ne parviennent p lus  à s'immiscer dans la s t r u c t u r e  

peptidique e t  ceci l imite leur  révélation après migration. D'autre par t ,  ces 

interact ions hydrophobes, q u i  par  ail leurs peuvent  piéger les lipides, sont  

peut-être responsables d'aggrégats volumineux non dissociables p a r  le SDS s i  

celui-ci est  ajouté après leur  formation e t  de tels aggrégats pourra ient  entraîner  

des phénomènes d'adsorpt ion s u r  les matrices de tamisage moléculaire. 

U n  autre fa i t  négat i f  est la d i f f icu l té d ' in terprétat ion des rCsultats d e  

séquence en acides aminés s u r  le matériel déglycosylé. En effet, comme nous 

l'avons vu, les résul tats de séquence automatique sont assez décevants. Nous 

avons eu la malchance de t rouve r  en situation N-terminale les acides aminés qui 

sont en eux-mêmes des d i f f icu l tés technologiques de séquence automatique : 

SER, PRO, THR dont  les rendements t rès  faibles en dérivés PTH rendent  

l ' in terprétat ion délicate. 

Ces résultats trPs fragmentaires o n t  cependant l ' in térêt  de  démontrer 

en  si tuat ion amino-terminale l'existence d'une zone dense en sites potentiels d e  

glycosylat ion ou "touffes" au  voisinage desquels on rencontre toujours d e  la 

proline, de  la glycine e t  de  l'alanine e t  qu i  sont p a r  contre pauvres en rés idus 

hydrophobes tels que LEU, I LE, VAL. Ces résul tats permettent d'envisager 

l 'éventualité de sites de glycosylation rapprochés malgré l 'environnement 

stér ique des "cores1' glycanniques. I l s  conf irment aussi ceux des séquences 

peptidiques de glycopeptides de mucines trai tées pa r  oxydation periodique 

(Chapitre I 1,  part ie 1). 



B - Les aspects posi t i fs  

Le rendement en  peptide obtenu après déglycosylation, même s'i l  n 'est 

voisin que de 20%, const i tue une amélioration sensible p a r  rappor t  aux  

rendements de 2 à 3% obtenus il y a quelques années p a r  l 'ut i l isat ion du HF. 

Nous avons acquis la cer t i tude que, pou r  déglycosyler une ent i té  

moléculaire, il n'existe pas de recette expérimentale qui puisse ê t r e  t i rée  de la 

l i t térature.  Chaque molécule est un cas par t icu l ier .  La coupure des sucres p a r  

le TFMS est un mécanisme non récurrent ,  non proport ionnel au  temps. Si  les 

liaisons osidiques sont sensibles au TFMS, dans les conditions de température 

choisies, le phénoméne de coupure est explosif, pa r  contre s i  les liaisons sont 

résistantes, l'allongement du temps de contact n'est que peu efficace. En même 

temps qu'il est déglycosylé, le pept ide peut  sub i r  des altérations. Celles-ci sont  

fonction du nombre de points de f ragi l i té  potentiel le présents dans sa séquence. 

La méthionine est un po in t  de f ragi l i té  reconnu dans la l i t térature, la thréonine 

l'est également pour le cas qui nous intéresse. 

La déglycosylation compléte du modèle étudié ne peu t  ê t re  obtenue 

que dans des conditions expérimentales déjà sensibles pour  l'axe peptidique. Les 

faibles rendements obtenus lors de la dégradation de Edman pourra ient  ê t r e  

attr ibuables en par t ie  à la présence de lipides. Les matériels déglycosylés 

présentent une intensif icat ion d 'af f in i té  pour  le no i r  Soudan et, s i  le 

réarrangement s t ruc tu ra l  du peptide après déglycosylation crée une super hélice 

amphiphile in tér ior isant  les amino acides hydrophi les e t  extér ior isant  a u  

contra i re les acides aminés hydrophobes e t  les lipides, ceci pou r ra i t  expl iquer 

les échecs de la dégradation d e  Edman e t  d e  l'électrophorèse e n  ge l  de  

polyacrylamide. 

L'acquis de cet te approche biochimique classique est aussi u t i l e  à une  

réf lexion générale pour  imaginer un modèle moléculaire de I'axe peptidique des 

mucines bronchiques. Sans avoi r  d'élément pour  expl iquer l'association de 

mucines de plusieurs millions de daltons, on  peut  re ten i r  la not ion de "mucines 

réduites" qui présentent 

- une masse moléculaire de 500000 daltons 

- e t  dans lesquelles la pronase t rouve 4 à 5 points de f rag i l i té  au  n iveau 

de régions accessibles. Elle l i v r e  alors des glycopeptides de l 'ordre de 100000 

daltons comportant un axe peptidique de 8 à 10000 daltons compatible avec une 

séquence amino-acide d e  50 à 70 résidus. Ce peptide cont iendrait  une "zone 

hydrophi le" e t  une "zone hydrophobe'' que l 'on peut  imaginer de  deux façons : 

* une extrémité amino-terminale hydroph i le  glycosylée associée à une  

extrémité carboxy-terminale hydrophobe 



* une alternance de zones hydrophi les glycosylées e t  de zones hydrophobes 

nues. 

La deuxième hypothése semble la p lus réaliste. En e f fe t  : 

- des glycopeptides de mucus bronchique contenant un a x e  peptidique 

d'environ 55 résidus (valeur moyenne p o u r  u n  rés idu  d 'h is t id ine)  avec 15 

amino-acides hydrophobes, 20 amino-acides hydroxy lés  e t  20 autres, on t  été 

caractérisés. 

Rappelons que les t ravaux de séquence après oxydat ion periodique 

on t  permis d' isoler des peptides plus courts .  Ces peptides comportent une 

séquence de 14 acides aminés dense en si tes de glycosylation, so i t  7 h y d r o x y  

amino-acides avec 1 acide aminé si te de glycosylat ion s u r  2. 

On peut  donc imaginer 3 de ces "touffes" de glycosylat ion dans un 

"glycopeptide pronasique". L'ensemble des 3 "touffes" représentent  les deux 

t ie rs  du glycopeptide avec une densité e n  sérine, thréonine, prol ine, glycine, 

alanine, le t iers restant  correspondant aux  zones hydrophobes intercalaires 

r iches en résidus de valine, leucine, isoleucine e t  phénylalanine. 

On peut  aussi envisager le même modèle correspondant à un mult iple 

de ce motif. 

Un cer ta in nombre de questions demeurent toutefois : 

. quel est le rô le de ces zones hydrophobes ? 

. s'agit-il d'un rôle dévolu à la s t ruc tura t ion  même du mucus bronchique 

grâce à l'établissement de pontages intermoléculaires ? 

. s'agit- i l  d'un site de reconnaissance lo rs  de la biosynthèse pour  

l'amorçage d 'un  t ype  glycannique ou d'un a u t r e  ? 

. y'a-t-il une relat ion ent re  la na ture  de I 'hydroxyamino-acide de l iaison 

(sérine ou thréonine) e t  la s t ruc ture  de la subst i tu t ion glycannique ? 

. y'a-t-il une relat ion ent re  glycanne sensible a u  TFMS e t  thréonine e t  au  

contra i re relation en t re  glycanne résistant a u  TFMS e t  sérine ? 

Un  aut re  acquis a été pour nous la possibi l i té de p répare r  à p a r t i r  de 

ce matériel un immunsérum e t  en fonct ion des résultats d e  séquence, de  

concevoir une sonde oligonucléotidique. Ces deux sondes nous permettent 

d'aborder la s t ruc tu re  des mucines pa r  la biologie moléculaire e t  selon deux 

stratégies di f férentes mais complémentaires. 

- le criblage, à I'aide d'oligonucléotides de synthése, d'une banque d'ADN 

complémentaires aux  ARN messagers de muqueuse trachéobronchique constituée 

en vecteur hgt10. 

- le cr iblage d 'une banque d'ADNc const ru i te  e n  vecteur d'expression 

Agtll à l'aide de I'immunsérum obtenu. 

Nous décrivons dans le troisième chapi t re successivement ces deux  

stratégies d'approche. 
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CHAPITRE I I I  : 

SEQUENCE PEPTlDlQUE DES MUCINES BRONCHIQUES 

APPROCHE PAR LA BIOLOGIE MOLECULAIRE 



I - INTRODUCTION 

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, il n'a été possible 

d'obtenir p a r  la biochimie classique que des séquences t rés  courtes de mucines, 

quelques acides aminés. Une nouvelle approche a donc été envisagée qui f a i t  

appel aux  techniques de biologie moléculaire. Pour pouvoir  les ut i l iser,  le po in t  

de  dépar t  indispensable est  la préparat ion d'une sonde spécif ique de mucine. 

Les glycopeptides de mucines obtenus p a r  protéolyse de sécrétions 

bronchiques puis déglycosylation par  voie chimique permettaient d'envisager 

deux stratégies : 

- la fabrication d'une sonde oligonucléotidique e n  fonction des quelques 

éléments de séquence peptidique déterminés pa r  dégradation de Edman 

- la fabrication d'une sonde immunologique pa r  inject ion à des lapins d'un 

mélange le p lus  hétérogène possible de glycopeptides déglycosylés de mucines. 

Les t ravaux relatant l 'ut i l isat ion de sondes immunologiques 

reconnaissant les mucines concernent leur  étude biochimique o u  leur  étude p a r  

la biologie moléculaire. 

A - Dans le cadre biochimique, les pr inc ipaux objectifs étaient les 

suivants : 

- isolement, caractérisation de mucines ou de glycoprotéines de haut  poids 

moléculaire "mucin-like" provenant  de lignées cellulaires de tumeurs diverses 

(sein, pancréas, poumon. . . ) . 
- immunoprécipitation des précurseurs peptidiques potentiels des mucines. 

- Ctude de l'amorce de la glycosylat ion de ces précurseurs. 

- localisation immunohistochimique de ces précurseurs. 

Deux approches sont envisagées : 

- celle ut i l isant des ant icorps monoclonaux, la p lus  fréquemment décrite. 

- celle ut i l isant un immunsérum polyclonal. 

1 - A n t i c o r ~ s  monoclonaux 

. à ut i l isat ion diagnostique 

Des glycoprotéines de t ype  "mucine" on t  souvent été retrouvées dans 

des tumeurs du sein (H I  LKENS, 1984) (71 ) , apparentées immunolocjiquement a u x  



mucines normalement présentes dans le la i t  humain e t  dont  la caractér isat ion 

chimique a été faite en 1982 par  SHIMIZU e t  YAMAUCHI (166). A ins i  des 

ant icorps monoclonaux d i r igés contre les mucines d e  la i t  o u  les glycoprotéines 

"mucin-like" d'origine tumorale sont déjà ut i l isés à des f ins d e  diagnost ic 

de  cancer mammaire (GRIFFITHS e t  coll, 1987) (54). Nous citerons, p a r  

exemple, les ant icorps monoclonaux dénommés HMFG-1 e t  HMFG-2 (TAYLOR- 

PAPADIMITRIOU e t  coll, 1981) (183), SM-3 (BURCHELL e t  coll, 1987) (20) e t  

W1 (LINSLEY e t  coll, 1988a) (110). 

De même, la parenté immunologique existant  en t re  mucines ur ina i res  

di tes "PUM" (KARLSSON e t  coll, 1983) (89) e t  certaines glycoprotéines "mucin- 

l ike" d 'or ig ine cancéreuse permet l 'ut i l isat ion d'un ant icorps révélant  les mucines 

(pa r  exemple cal  ) e t  capable de caractériser diverses sécrétions d e  tumeurs 

d 'or ig ine épithéliale (SWALLOW e t  coll, 1987) (1 80). 

Une aut re  approche a aussi été ut i l isée à savoir p a r t i r  d 'ant icorps 

spécif iques de mucines d e  kys te  ovarien (BARA e t  coll, 1988 (10)) p o u r  

reconnaître des mucines gastr iques de sujets sains (ant icorps monoclonaux d e  la 

série M l ) .  

Pour la majorité des ant icorps monoclonaux décri ts,  la na ture  exacte 

des épitopes qu' i ls reconnaissent est encore à préciser. Dans cer ta ins cas 

l'élément de sélectivité est le nombre e t  la qual i té des lignées tumorales qu ' i l s  

reconnaissent (KIM e t  coll, 1988 ; HO e t  coll, 1988) (91,76). 

La sensibil i té e t  la spécificité peuvent  ê t r e  améliorées en combinant 

l'association de deux ant icorps monoclonaux pour  le diagnostic du cancer du 

sein (LINSLEY e t  coll, 198813) (111). 

. à ut i l isal t ion en recherche fondamentale 

Les anticorps monoclonaux ont  aussi permis l'isolement d e  précurseurs  

peptidiques des mucines : 

- I'anticorps monoclonal W1 de LINSLEY e t  col l  (1988a) (1  10) a men6 à 

I'immunoprécipitation de 2 types de précurseurs de mucines synthét isés p a r  une 

l ignée cellulaire MCF7, cellules à I 'origine prélevées dans une ef fus ion pleurale. 

- l 'anticorps 139H2 de HILKENS e t  col1 (1984) (71) a permis d e  reconnaître 

l 'axe peptidique de MAM-6 une sialomucine produi te p a r  les cellules alvéolaires 

e t  de nombreuses lignées cellulaires à I 'or igine tumorale e t  de  caractér iser la 

masse moléculaire de 3 précurseurs. 

Toutefois, e t  selon les ant icorps monoclonaux, certaines préparat ions 

reconnaissent la par t ie  glycannique (HILKENS e t  coll, 1986 ; LAN e t  coll, 1987) 

(72,103). 



La déglycosylation chimique préalable pa r  I'acide f luorhydr ique ou 

I'acide tr i f luorométhane sulfonique des rnucines vis-à-vis desquelles est  ensuite 

élaboré I 'anticorps, augmente la sélectivité vis-à-vis duépitopes peptidiques et, 

dans ces conditions, les anticorps monoclonaux ont  pu permet t re  l'isolement 

d'entités peptidiques : I'anticorps monoclonal SM3 de BURCHELL e t  col1 (1987) 

(20) permet de visual iser au niveau du la i t  humain un polypept ide majeur de  

68000 daltons. 

2 - Les ant icorps polyclonaux 

La deuxième approche de l 'étude des rnucines à l'aide de sondes 

immunologiques ut i l ise comme antigène une préparat ion de rnucines déglycosylées 

par  I'acide f luorhydr ique ou l'acide trif luorométhane sulfonique e t  comme 

anticorps un immunsérum polyclonal. 

De cette façon, MARIANNE e t  col1 (1987b) (119) ont, à p a r t i r  

d'explants de bronches macroscopiquement saines, visualisé e n  gel de 

polyacrylamide des précurseurs de rnucines respiratoires de 200 à 400 KDa. 

De même, BHAVANANDAN e t  HEGARTY (1987) (14) o n t  immuno- 

précipi té un produ i t  d e  traduct ion "in v i t ro"  de glande sous-maxillaire bovine, 

d'une masse moléculaire de 60000 Da. 

GUM e t  col1 (1989) (56) on t  immunoprécipité un p r o d u i t  de  t raduct ion 

de muqueuse jéjunale humaine d'une masse moléculaire de 162000 Da. 

Enf in, PERlNl e t  col1 (1989) (136) on t  localisé p a r  méthode 

immunohistochimique des précurseurs peptidiques des rnucines respiratoires 

humaines. 

B - Dans le cadre de la biologie moléculaire 

Depuis 1987, des sondes immunologiques nécessairement spécif iques d e  

l'axe peptidique on t  été les out i ls de cr iblage de banques d'ADNc constru i tes en 

vecteurs d'expression hgt l l ,  à p a r t i r  de  t issus sécrétant des rnucines. 

Là encore, deux stratégies ex is tent  selon l 'ut i l isat ion d'un anticorps 

monoclonal ou  celle d'un immunsérum polyclonal. 

1 - Ant icorps monoclonaux 

Les ant icorps monoclonaux o n t  permis de c r i b le r  avec succès une  

banque dlADNc de tumeurs d u  sein MCF7 : dans les t ravaux d e  SlDDlQUl e t  

col1 (1 988) (1 68) l 'ant icorps monoclonal éta i t  DF3 (carcinome mammaire), dans 

ceux de GENDLER e t  col1 (1988) (45), les ant icorps HMFG-1 e t  -2 o n t  été 

retenus. 



2 - Ant icorps polyclonaux 

S u r  t issus sains, I'immunsérum polyclonal a permis à TIMPTE e t  col1 

(1988) (186) d'isoler 5 phages à p a r t i r  d 'une banque dlADNc d e  glande sous- 

maxillaire porcine. Celui préparé p a r  BYRD e t  col1 (1989) (21) à p a r t i r  de 

mucine col ique humaine cancéreuse a permis à GUM e t  col1 (1989) (56) d 'obteni r  

3 fragments de séquence d'apomucine d ' in test in  grêle. 

Enf in, GENDLER e t  col1 en 1987 (45) on t  comparé, s u r  une banque 

dlADNc d e  l ignée tumorale mammaire MCF7, l 'eff icacité d'un ant icorps monoclonal 

(HMFG-1 e t  -2 ; SM-3 et  -4) à celle d'un immunsérum polyclonal. 

Dans cette revue non exhaust ive de la l i t térature,  nous avons re tenu 

que I'immunsérum polyclonal, à condit ion qu'il soit d i r i gé  cont re  une apomucine 

correctement déglycosylée const i tuait  un ou t i l  efficace. 

S u r  notre matériel, une banque d'ADNc de trachée humaine saine, le 

criblage l'aide d'anticorps monoclonaux nous est apparu  une  approche t r o p  

sélective p a r  rappor t  à la d ivers i té p lus  que probable des peptides de mucines 

e t  nous avons donc retenu l 'ut i l isat ion de not re  immunsérum d e  lap in  polyclonal. 

II - STRATEGIES 

A - Préparation des sondes nucléotidiques 

L'oligonucléotide correspondant à une séquence e n  acides aminés la 

plus représentat ive au  regard  des résultats de  séquence obtenue s u r  

glycopeptides déglycosylés (cf .  chapi t re II) est préparé p a r  voie chimique 

(BALLAND e t  coll, 1985) (9). 1 1  est ensuite marqué selon un protocole d é c r i t  

dans l'appendice technique, pour donner une sonde radioact ive (WALLACE e t  

coll, 1985) (190). Les séquences de la sonde ainsi obtenue sont, quand i l  est  

possible, choisies en fonction d'acides aminés codés p a r  un nombre restre int  d e  

codons. Cependant, pour  couv r i r  toutes les possibil i tés de codons, il faut  

souvent préparer  un mélange de sondes (LATHE, 1985) (104). 

A p a r t i r  des résultats de  séquence en acides aminés de glycopeptides 

de mucus bronchique humain, nous avons fa i t  synthét iser  un mélange 

d'oligonucléotides (vois in de 800) de 21 bases du type : 



complémentaire de la séquence en acides aminés : 

m m 
N SER - TFR - ALA - SER - ALA - M - TFR 

GLY GLY 

PRG AFG 

La synthèse de ce mélange d'oligonucléotides a été réalisée par  Melle 

F. DENHEZ (Unité INSERM N0186, Directeur  : D. STEHELIN). 

Préparation de sondes immunologiques 

Les glycopeptides déglycosylés de rnucines trachéobronchiques ont  été 

injectés à deux lapins selon un protocole d'immunisation proche de celui déc r i t  

par  V A l T U K A l T l S  (1981) (187) ( vo i r  appendice technique). Le sérum recuei l l i  à 

p a r t i r  de  la troisième saignée a pu ê t r e  ut i l isé comme sonde immunologique, 
& 

di lué au 1 /50 . 

Préparation dlARN messagers 

1 - Homogénéisation du matériel biologique 

Le matériel biologique (muqueuses trachéales porcine, humaine e t  

muqueuse colique humaine), prélevé rapidement, est  t ou t  de sui te congelé dans 

l'azote l iquide, pesé e t  conservé à -80°C, II est  rapidement pulvérisé au  

mort ier-pi lon toujours su r  azote l iquide e t  rep r i s  en  tampon inhib i teur  de 

ribonucléases. 

2 - Isolement des ARN cellulaires totaux 

La centr i fugat ion en gradient  de  sel de césium (GLISIN e t  coll, 1974) 

(49) a été uti l isée pour l'isolement des ARN totaux (appendice technique). Le 

gradient  de  densité est établi de  telle sorte que les ARN forment un culot a u  

fond d u  tube de par  leur densité p lus élevée que celle des autres 

macromolécules cellulaires. Après  une étape terminale d 'extract ion e t  de  

puri f icat ion, ces ARN sont quanti f iés spectrophotométriquement. Le protocole 

dé f in i t i f  avant  que d'être appl iqué à la muqueuse trachéobronchique humaine a 

été testé s u r  di f férentes muqueuses d'obtention p lus  aisée. 



3 - Pur i f icat ion des ARN ~ o l v  A+ 

Deux techniques basées su r  l 'a f f in i té  peuvent ê t r e  uti l isdes pour  

isoler des ARN messagers. 

La première technique ut i l ise la chromatographie s u r  colonne d'oligo 

d T  cellulose ( A V I V  e t  LEDER, 1972) (7).  Elle repose s u r  le fa i t  que  la grande 

majorité des ARN messagers possède une extrémité 3'OH polyadénylée. Les ARN 

p o l y ~ +  sont élués pa r  un tampon dépourvu du NaCI. L'élution d e  chacune des 

populations d'ARN est  suivie par  spectrophotométrie u l t rav io let te à 260nm 

(appendice technique). 

L 'autre technique de pur i f icat ion peut  ê t r e  réalisée s u r  papier act ivé 

au diazonium e t  couver t  de polyU lié p a r  covalence (WERNER e t  coll, 1984) 

(192). Cette technique, que nous avons testée, bien que p lus  rap ide e t  moins 

délicate, permet une moins bonne pur i f icat ion des ARNm. Ceci peu t  s 'expl iquer 

par  des fixations non spécifiques. 

4 - Problèmes posés par  I ' in tégr i tk  des ARN poly A+ 

Avant  que d e  poursuivre le t ravai l ,  il est essentiel d e  s'assurer de  

l ' in tégr i té  des ARNm po ly  A+ puri f iés. 

- Cr i tères physico-chimiques 

L ' in tégr i té  de longueur a été contrôlée à l'aide de I 'électrophorése en 

milieu dénaturant (LEHRACH e t  coll, 1977) (105). Le bromure d'éthidium permet 

la révélation des bandes ribosomales e t  leur  tail le est véri f ike p a r  rappor t  à un 

standard de poids moléculaire (appendice technique). 

- Cr i tères biologiques 

Les ARN messagers contenus dans la préparat ion sont  t radu i t s  "in 

v i t ro"  en présence d'un acide aminé marqué (PELHAM e t  JACKSON, 1976) (135). 

L'aspect technologique est  donné dans l'appendice : la t raduct ion  "in v i t r o N  

réalisée sur  des muqueuses trachéales de r a t  e t  de  porc a permis de visual iser 

en électrophorèse, un "continuum" const i tué de masses moléculaires in fér ieures à 

15000 Da jusqu'à des masses moléculaires supérieures à 100000 Da. Ces masses 

moléculaires object ivent une bonne conservation de I ' in tégr i té  des d i f fé rents  

ARNm étudiés. 

Cette technique n'a pu êt re  reprodui te dans le cas d e  muqueuse 

trachéale humaine faute de matériel suff isant.  De plus, l 'expérience acquise 

dans le laboratoire pour  la réalisation d'autres banques dlADNc à p a r t i r  de  



diverses muqueuses, nous a montré que les meilleurs rendements o n t  toujours 

été obtenus s u r  des ARNm fraîchement préparés e t  conservés moins d'une 

semaine à -80°C. Ceci est absolument incompatible avec la visualisation de 

produi ts  de  t raduct ion en autoradiographie. La t raduct ion "in v i t ro "  réalisée s u r  

les ARN d e  muqueuses non humaines n 'a été ut i l isée qu'en t a n t  qu ' indicateur  de  

qualité des ARN messagers e t  n'a pas serv i  à immunoprCcipiter des produ i ts  de  

traduction. 

La composition part icul ière e n  acides aminés des mucines (peu de 

leucine e t  de  méthionine) rend  le choix de l'acide aminé d i f f i c i le  e t  nous obl ige à 

ut i l iser  des méthodes autres que l 'approche classique. 

Quant à l ' in tégr i té  des ARNm de la muqueuse trachéale humaine, nous 

n'avons pu l 'appréhender qu'au t ravers  d'une au t re  préparat ion dlARNm réalisée 

simultanément s u r  une lignee cellulaire de tumeur du sein VHB, (VANDEWALLE 

e t  coll, 1987) (188). L ' in tégr i té  des ARNm a été vér i f iée p a r  "Nor thern  blot" 

(F igure n014) en ut i l isant  des sondes de l'oncogène C-Myc qui a donné une 

bande à 2,3 k b  e t  de  I'oncogène C-Abelson qui a donné deux bandes : l 'une à 

6kb e t  l 'autre à 7kb. Nous pouvons indirectement considérer que, s i  la 

préparat ion dtARNm de la lignée VHB, donne des fragments d e  tai l le aussi 

conséquente que 7kb, il en est de même pour  celle de la muqueuse trachéale 

humaine sauf si  les ARNm de mucines sont t rès  instables. 

D - Obtent ion d'une banque dlADNc 

1 - Synthèse des ADNc 

a) Principe 

La synthèse des ADNc a été effectuée selon la technique d e  GUBLER 

e t  col1 (1983) (55) qui dér ive de la méthodologie décri te p a r  OKAYAMA e t  BERG 

(1982) (127). Le premier brin dlADNc est synthét isé p a r  la t ranscr iptase 

reverse de RAV-2. Cet enzyme se se r t  de I 'ARN messager comme matrice p o u r  

catalyser la polymérisation de I'ADN dans le  sens 5'-3' (F igure  n015). Elle 

nécessite la présence d 'une amorce en 3'OH pour  in i t ie r  la synthèse (oligo dT) .  

Le traitement de l 'hybr ide  ARNIADN p a r  la ribonucléase H dlE. col i  entraîne la 

formation de coupures spécifiques au  niveau du brin dtARN. La synthèse du 

deuxième brin dlADNc est réalisée p a r  I'ADN polymérase I d'E. Coli  qui, e n  

raison de son act iv i té  exonucléasique 3'-5' à p a r t i r  d'un 3'OH l ibre, permet de 



Figure n014 : Analyse par Northern b l o t  des ARN messagers d'une c u l t u r e  
de l a  1 i nee c e l l u l a i r e  VHB1. U t i l i s a t i o n  des sondes de 1 'oncogSne C-MYC 

?col onne n O l )  e t  de 1 ' oneoggne C-ABELSON (col onne n02) * 

* Nous remercions l e  Dr. M. COLLYN D'HOOGHE (U.124 INSERM) pour l e  r é a l i s a t i o n  
de ces "Northern b lots" .  



Figure n015 : Synthése dlADNc dlaprbs CUBLER e t  col1 (1983) (95) 
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dégrader le b r i n  daARN et, simultanément, pa r  son act iv i té polimérasique, d e  

synthét iser u n  ADN complémentaire d u  premier brin. L'ADN polymérase T,, e s t  

ensuite uti l isée pour son act iv i té  exonucléasique 3'-5' nettement p lus  importante 

su r  un ADN simple brin que s u r  un double brin, a f in  d'obtenir un ADNc double 

b r i n  aux extrémités franches. 

b )  Aspects méthodologiques 

La transcriptase reverse n'est pas totalement exempte de ribonucléases 

e t  un inhib i teur  (Human Placental Ribonuclease lnh ib i to r  ou  HPRI) es t  ajouté. 

Les conditions optimales d'action de la t ranscr iptase reverse peuvent  va r ie r  

d'une préparat ion dlARNm à une autre. La stabi l i té du pH e t  la concentrat ion 

optimale en cations monovalents sont des notions t rès  importantes. La synthèse 

est réalisée en présence d'un nucléotide tri-phosphate radioact i f  ( i c i  le dCTP 

3 2 ~ ) ,  qu i  permet, d'une par t ,  de calculer la quanti té dlADNc obtenue et, 

d 'autre par t ,  de vé r i f i e r  la qual i té de celui-ci. Les marquages du premier  brin 

ou du deuxième b r i n  sont réalisés séparément. Lorsque la synthèse du premier 

b r i n  est effectuée, un al iquot d u  milieu réactionnel radioact i f  est pré levé e t  le  

pourcentage d' incorporat ion est calculé. Pour la synthèse du deuxième brin, les 

enzymes nécessaires sont  ajoutés successivement (appendice technique) . 
Un al iquot du milieu réactionnel du deuxième brin est pré levé p o u r  

calculer le pourcentage d'incorporation. Ce calcul du pourcentage 

d' incorporat ion est d é c r i t  dans l'appendice technique. 

2 - Analyse électrophorétique des ADNc synthétisés 

La tail le moléculaire de chaque brin dlADNc a été appréciée pa r  une  

électrophorèse en gel  d'agarose alcalin. La f i gu re  n016 montre u n e  grande 

polydispersion des masses moléculaires d e  ces ADNc, al lant d e  quelques 

centaines de bases à 10 kilobases. Ce "continuum" const i tue u n e  bonne 

représentat iv i té des multiples ARNm synthét isés a u  niveau cellulaire. La majoritC 

d u  "continuum" est centrée s u r  des masses moléculaires de 2 à 4Kb. La 

synthèse du premier e t  du deuxième brin s'est effectuée avec des rendements 

qual i tat i fs e t  quant i ta t i fs  approximativement équivalents. Une aut re  technique d e  

synthèse dtADNc a pu ê t re  testée (F igu re  n017). Elle dé r i ve  d e  celle 

dlHAYMERLE e t  col1 (1986) (66) e t  ut i l ise une combinaison d'amorces 

hexanucléotidiques représentatives de toutes les possibil i tés de synthèse de ces 

amorces ou "Random Hexanucleotide Primers". Cette technique permet la 



Figure n016 : Autoradiographie du gel d'a arose alcalin de la migration 
des ADNc marqués sur l e  premier brin 9 colonnes nO1 e t  2) e t  des 

ADNc rnarqugs sur l e  deuxième brin (colonnes n02 e t  4) 



Figure n017 : Synthése d'ADNc, technique des "random hexanuc!40tidest1 

d'aprés HAYMERLE et col1 (1986) (66) 
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synthèse dlADNc au  hasard à p a r t i r  d'amorces situées dans des posit ions 

internes de la molécule dtARNm. Elle autorise la synthèse d e  l 'extrémité 5 '  

dlARNm longs di f f ic i lement synthétisés par  la technique classique. De plus, 

dans le cas dlARNm po ly  A- o u  à extrémité polyadénylée courte, c'est la seule 

technique utilisable. 

Nous I'avons testée lors de la préparat ion dlADNc de muqueuse 

trachéale de porc e t  de  muqueuse colique humaine. Nous ne  l'avons pas retenue 

car  les rendements de synthèse sont faibles ( d i x  fois in fér ieurs à ceux d e  la 

technique standard) e t  ne  nous on t  pas permis d'al ler p lus  avant  dans l 'étude 

des ADNc synthétisés. 

Si l 'on considère que la mucine nat ive a une masse moléculaire 
6 

d'envi ron 10 Daltons, la f ract ion protéique représente 2 i3 300000 Daltons e t  es t  

en accord avec les t ravaux de HILKENS e t  BUlJS (1988) (73). La masse 

moléculaire moyenne d'un rés idu d'acide aminé étant  d e  111, on  estime donc le 

nombre de résidus en t re  1800 e t  2700. Ceci nous donnerai t  une tail le minimum 

de I'ARNm comprise en t re  5,4 e t  8,lKb. 

E - Réalisation de banaues d'ADNc en b a c t é r i o ~ h a a e  

1 - A s ~ e c t s  aénéraux 

La possibil i té de synthét iser e t  de cloner des copies d'ADN à p a r t i r  

dlARNm a permis des progrès  rapides dans l 'étude de la s t ructure,  d e  

l 'organisation e t  de  l 'expression génique. L'étape u l té r ieure  à celle d e  la 

synthèse des ADNc est  la fabricat ion de banques. II ex is te  p lus ieurs méthodes 

de clonage de ces ADNc. Elles sont divisées en deux catégories pr incipales : 

- les méthodes u t i l i sant  les plasmides 

- les méthodes basées s u r  l 'ut i l isat ion des bactériophages . 

Une banque d'ADNc contient, dans les condit ions idéales, des copies 

de toutes les espèces d'ARNm d e  la population originelle. Elle peut  ê t re  de p l u s  

conservée e t  étudiée pour  une ou plusieurs séquences part icul ières. 

Le clonage en plasmide ou "tail ing" a été u t i l i sé  pour  la première fois 

par  WENSINK e t  col1 (1974) (191). 1 1  n'a pas re tenu no t re  at tent ion car  nous 

avons subi  de nombreux échecs lors d'essais de r6alisation d e  banques d'ADNc 

de glande parotidienne humaine. 



Nous avons donc choisi de réaliser simultanément deux banques e n  

vecteur Agtl O e t  hgt l l  , la stratégie étant la suivante : 

* cr iblage de la banque en Agtll à l'aide de sondes immunologiques e n  

vue de l 'obtention de clones posi t i fs  e t  séquençage d e  ces clones posit ifs. 

* choix de l'un ou de plusieurs de ces clones pour  la préparat ion d'une 

sonde nucléique en vue du criblage de la banque en vecteur  Agtl0. 

Le vecteur 

Le choix de bactériophage dépend donc, comme nous venons d e  le 

vo i r ,  de la méthode de cr iblage appliquée ultér ieurement à la banque dUADNc. 

* Le bactériophage AgtlO (HUYNH e t  coll, 1985) (81) accepte le clonage 

de fragments dlADNc jusque des tailles voisines de 7,6kb. Le si te de  clonage 

correspond à l 'unique si te de  coupure p a r  Eco RI, localisé s u r  le gène 

répresseur "c l  l1 . Ce géne est indispensable à l'établissement d'un cyc le  

lysogénique lors de la transformation des bactéries hôtes. La souche parenta le 

de gtlO a une voie lysogénique préférent iel le car  le  gène "cl"  est act i f .  El le 

donne des plages de lyse troubles su r  les boites d e  p e t r i  losqu'elle in fecte des 

souches dlE. coli L87. L' infect ion réalisée p a r  des bactériophages recombinants 

(c l - )  p rodu i t  des plages au  centre clair .  Cette caractér ist ique permet d e  

d is t inguer les bactériophages recombinants. Enf in, lorsque des souches 

bactériennes telles que NM514, possédant la mutat ion "hft" (h igh  f requency 

lysogeny), sont infectées, seuls les bactériophages recombinants forment des 

plages su r  la botte. 

* Le bactériophage Agtll cont ient un site de clonage unique Eco R I  s i tué  

en amont de  l'extrémité 3' du gène LacZ codant p o u r  la galactosidase. L'ADNc 

ins6ré peut  ê t re  t radu i t  pa r  la bactérie-h6te sous forme d'une proté ine d e  

fusion. L'expression protéique est sous le contrôle d'un promoteur e t  le contra le 

de cette expression est une propr iété importante minimisant les ef fets tox iques 

éventuels du produ i t  du géne vis-à-vis des cellules hates. Les souches 

bactériennes utilisées contiennent le plasmide pMC9 qui expr ime d e  grandes 

quantités d 'un répresseur inhibant  le  promoteur. L'addit ion d ' IPTG 

( isopropyl- p -D-thio galactopyranoside) empêche l 'act ion d e  ce répresseur e t  

permet d ' in i t ier  la t ranscr ipt ion du gène fusionné LacZ-ADNc e t  sa t raduct ion  

en protéine. Les bactériophages recombinants n 'ont  pas ou peu d 'act iv i té  

galactosidase e t  donnent des plages blanches en mil ieu solide. Les 

bactériophages non recombinants conservent leur  ac t iv i té  e t  donnent des plages 

bleues en présence du substrat  chromogène 5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D- 

galactopyranoside ou X-Gal (YOUNG e t  DAVIES, 1983a e t  b )  (201,202). 



Les bactéries hates 

Pour le clonage en AgtlO : 

E. Coli NM514 : souche hf l+ 

E. Coli L87 : souche hfl - uti l isée pour  le contrôle du degr4 de sélection 

biologique de la souche hfl +. 
Pour le clonage en Agtll : 

E. Coli Y1088 ut i l isée pour le cr iblage de I'ADN recombinant à l 'aide de 

sondes nucléiques 

E. Coli Y1089 ut i l isée pour  la product ion en grandes quant i tés d e  la 

protéine de fusion 

E. Coli Y1 090 ut i l isée pour I'immunodétection en raison de la product ion d e  

protéines e t  de l'absence de fabricat ion de protéases (Ion-). 

2 - Aspects technologiques : Modification des ADNc pour  l ' insert ion 

dans le bactériophage 

a) Méthylation des ADNc 

Le b u t  est d'obtenir des sites Eco R I  à chaque extrémité des ADNc 

pour les insérer  dans les bras d'un bactériophage. Une étape d e  protect ion des 

sites potentiels Eco R I  au niveau des ADNc est nécessaire. Les résidus 

d'adénine au  niveau d e  ces sites de res t r ic t ion  sont ainsi méthylés p a r  L'Eco R I  

méthylase (F igure  nO1 8) .  

b)  Ligat ion d'oligonucléotides de liaison Eco R I  aux  ADNc 

Ces adaptateurs de t ype  (GGAATTCC) sont phosphorylés à l 'extrémité 

5 '  e t  p rê ts  à l'emploi. I l s  sont ajoutés aux deux extrémités des ADNc. 

L'adjonction de ces adaptateurs est réalisée pa r  I'ADN ligase Tq. Les ADNc 

obtenus possèdent alors une mult i tude "d'adaptateurs" à chacune d e  leurs 

extrémités. 

c )  Préparation des ADNc possédant un seul si te Eco R I  à 

chaque extrémité 

La protection, pa r  la méthylation, des sites potentiels de  res t r ic t ion  

Eco RI in ternes aux ADNc permet le maintien de leur  intégri té. Lors de 

l 'hydrolyse pa r  Eco RI,  nous obtenons des ADNc possédant un seul adaptateur 

Eco RI à chaque extrémité. 

d)  Séparation des ADNc de l'excès d'adaptateurs 

L'excès d'adaptateurs hydrolysés est susceptible d ' in ter fé rer  lors du 

clonage. La séparation ent re  ADNc e t  adaptateurs est réalisée s u r  colonne de 

gel f i l t rat ion. 

e)  Inser t ion des ADNc dans le bactériophage h g t l 0  o u  hgt l l  

Les ADNc sont insérés dans les bras du vecteur A g t l O  ou hgtll 

digérés p a r  Eco RI. I l s  donnent naissance à des ADN recombinants. Les 

conditions de l igat ion permettent la formation de concatdmères l inéaires de 

molécules d'ADN. 



Figure n018 :Modification des ADNc pour l'insertion dans les bactériophages 
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f )  Encapsidation des recombinants ADNc- hgt10 e t  ADNc- Agt l l  

Les concatémères l inéaires formés lors de la l igat ion sont  les meil leurs 

substrats pour  la réaction d'encapsidation "in vi tro".  Cet te réaction donne 

naissance à des vecteurs infect ieux qui vont  croî t re chez les bactéries hôtes. 

L'élaboration des banques est décr i te  dans l'appendice technique. 

g )  Etalement s u r  milieu de cu l tu re  solide 

Les milieux réactionnels d'encapsidation de bactériophages A g t l O  sont 

mis en contact avec des bactéries hôtes L87 o u  NM514, tandis que les 

bactériophages Agtl l sont mis en contact avec la souche Y1088. 

Les d i f férents tubes bactériophages A -bactéries hôtes sont rep r i s  e n  

agarose l iqu ide e t  coulés su r  un milieu solide LB Agar. 

1 1 1  - RESULTATS 

A - Banque dlADNc en bactériophages h g t l 0  ou hg t l l  

Nous ne développons i c i  que les résultats obtenus avec la muqueuse 

trachéale humaine. 

Les rendements obtenus sont décr i ts  dans le tableau n022. 

Le tube nO1 correspond au contrôle "ADN Ag t l0 "  e t  permet de 

tester, s u r  la bactérie hôte L87, l 'eff icacité de la réact ion d'encapsidation. Le 
8 8 t i t r e  doi t  ê t r e  supérieur à 2.10 p.f.u./pg, il est de 6,1.10 p.f.u./vg. 

Le tube n02 est en fa i t  un témoin "bras phosphorylé d e  X g t l 0  seul" 

e t  il permet de tester l 'eff icacité de la l igation (ADN ligase T 4 )  e t  la qual i té des 

bras du phage. II doit  ê t re  voisin de l o 7  p.f.u./pg, il es t  d e  3.6.10 
7 

p.f.u./cig. 

Le rappor t  entre le t i t r e  obtenu en L87 (bactér ie non  sélective) e t  

NM514 (bactér ie sélective) doi t  ê t re  supérieur à 100. 11 es t  d e  3050. 

Le rappor t  des t i t res  de L87:NM514 (appelé r a p p o r t  sélect i f  des bras)  

dans le cas du tube n02, doi t  ê t re  supér ieur  à 100, il est  d e  680. 

- Le bruit de fond est calculé en d iv isant  le t i t r e  e n  L87 des di f férents 

tubes pa r  le rappor t  sélectif des bras  (6801. 

- Le nombre de recombinants totaux en NM514 est  donné en soustrayant le 

b r u i t  de fond précédemment calcuit5 du t i t r e  obtenu en NM514. 



Tableau n022 : Construction de l a  banque d'ADNc en AgtlO 

Tube 

Tube 

Tube 

: ADN :quan : d i l u  :nombre: t i t r e  : 
: vecteur : t i t é  : t i o n  :de CO : (L87)/ : 

: d ' i n  : :lonies: m l  de : 
:ser t  : :(L87) : phage : 
:dlADNc 

rgtlo; - 1 IO-~I 115 ;11,5.108; 

t i t r e  sur:di lu:nombre:t i tre sur: t i t r e  :rapport: b r u i t  :nombre :% de:nombre : 
L87 pfu/ :tion:de CO : NM514 / :sur NM :L87/NM :de fond:réel de:reco:derecom: 
Clg "bras": : lonies: m l  de :pfu/Clg : 514 : : recombi :mbin: binants : 
/530Cll : : NM514: phage :/530Cl1 : : nants :ants:par iJg : 

:dlADNc : 

5: 6,1.1f18 Ilod; 377 13.77.10: - 2.10~ I 3 0 5 0  1 - I - 1 - - I 
(>2.10 f : (>100) : 
3 . 6 . 1 0 : 1 0 - ~ I  1 0 0 ;  1 0 . 1 0 ~ 1 5 . 3 1 0 ~ 1  6 8 0 :  - 1 - - ;  - 

7: 5: 4: 5 : : (10')~: Tube 4 :bras Agt10l 75ng1 10-~1 47 i 4.7.10 : 2.5.10~ :10-~; 81 1 8.1.10 :4,3.105i 58 13.6.10 :3,9.10 : 91 :5.2.b0 : 
5 : 5 : : (10 )6: Tube 5 :bras ~ g t l O ~ 1 0 0 n ~ i  10-~: 321 ~ 3 . 2 1 . 1 0 ~ ~  1.7.10~ 122 : 12.2.10 :6,5.105: 26 i2,5.104i6,3.10 : 97 :6.3.&0 : 

: (10 ) : 

-i 

O 
Tableau n023 : Construction de l a  banque dlADNc en A g t l l  O 

: ADN :quant i :di lu :nombre: t i t r e  : t i t r e  Y1088:moye: di1u:nom : t i t r e  Y1090:titre : moyenne:% de:% de:nombre de: 
: vecteur : t é  d '  : t i o n  :de CO : Y1088/ml :pfu/Clg bras:nne : t ion:bre :/mlde phage:Y1090 : pfu/iJg :reco:reco:recombi : 

: i nsert  : : 1 onies : de phage: /530iJ1 : pfu/: :de CO: : pf u/Ug : :mbi :mbi :nants par: . :d1ADNc: : Y1088: . :Clg : :lonie: :bras : : nant: nant : Mg dlADNc: 
* I . . . :Y1090: : 530Cll : : Y  : Y  : . . . : 1088 : 1090 : . . : 3: . I . . . : IO:,: 1800 i l8.10~ : 951.000 : l o o 3 i  950; 9,5.105 I503500I  . . . 

5 : 
. 

Tube 1 ;bras h g t l l ;  60ng: 10 5: 193 : 19.3.40~; 1.022.900 : - 1061 10'5: 168: 16,8.105 : 890400: 7,1.10 : 90 84 I 1,7.&07 1 . . . * . : O : 17 : 17.10 : 910.000 : : O : 14: 14.10 : 742000: : (>IO ) : . . . * I * . . . 
5 : * . * . :  IO-^: 1920 1 19,2.105: 1.017.600 1 : 1 0 ~ ~ 1  10201 10.2.105 I 540600; . . 

5 : Tube 2 ;bras A g t l l i  120ngI loo4: 202 : 20.2.40 : 1.070.600 : - 1061 10-~* 122: 12,2.105 : 646600: 6,4.10 : 88 I 77 1 0,8.&07 I 
* * * : 10? 18 : 18.10 : 954.000 : : 10-~1 14: 14.10 : 742000: * . : ( > I O  ) : 

- l e s  valeurs ch i f f rees entre parenth6ses indiquent 1 es résul  t a t s  théoriques attendus 



L'eff icacité du k i t  de clonage p a r  vg de fragment d'ADNc est  obtenue 

en mult ipl iant le nombre de recombinants p a r  1000 e t  en  d iv isant  p a r  le nombre 

de n g  d'ADNc utlisés. 
6 

Le taux do i t  ê t re  supérieur à 10 p.f.u./j~g, il var ie de 2,4 à 6,3 10 
6 

p.f.u./jJg. 

Les rapports L87:NM514 sont p lus  faibles dans les tubes contenant les 

recombinants (tubes n03,4,5) que dans le tube n02 (bras  X g t l O ) .  Ces rappor ts  

o n t  tendance à diminuer avec l'augmentation du taux dlADNc lorsque le  clonage 

est  réussi. I l s  passent i c i  de 133 à 26 lorsque nous augmentons le taux  dlADNc 

de 50 à 100ng. Le pourcentage de recombinants s u r  NM514 var ie  d e  80 à 97%. 

L'efficacité de clonage est correcte puisqu'elle est supérieure à 106 recombinants 

par  ug  dlADNc e t  ceci représente u n  nombre de 1,14.10~ clones disponibles 

pour le cr ib lage à l'aide de sondes nucléiques. 

Dans le tableau n023 sont reportés les résultats du clonage e n  

bactériophage h g t l  1 . Le pourcentage de recombinants obtenus es t  supér ieur  à 
7 80% et  l 'eff icacité de clonage est de 10 c lones/yg dlADNc. En conclusion, dans 

6 
le cas de la banque dlADNc en bactériophage Xgtl 1 , environ 2.10 clones sont  

disponibles pour  le cr ib lage par  sondes immunologiques. 

Criblage d 'une banque dlADNc de trachée de porc à l 'aide de la sonde 

oligonucléotidique 

Dans les conditions adéquates de nature  de tampon d e  dénaturation, 

de force ionique, d e  pH, de température e t  de temps de contact, les sondes 

oligonucléotidiques d e  synthèse fon t  montre d'une spécif ic i té absolue 

d'hybridat ion. Elles sont  utilisées pour détecter la séquence code c ib le  dans u n e  

banque de clones appropriés. La température optimale d 'hybr idat ion dépend d e  

la longueur e t  de la nature de I'oligonucléotide. Une équation mathématique 

permet le calcul approximati f  de cette température (HANAHAN e t  MESELSON, 

1983 ; MASON e t  WILLIAMS, 1985) (58,121). 

TH= TD -(3OC) où T D  = 2OC x (nombre de A-T)  + 4OC x (nombre de G-C). 

Nous avons uti lis6 not re  mélange d'oligonucléotides p o u r  c r i b le r  une  

banque dlADNc de trachée de porc. En e f fe t  nous ne  disposions pas alors de 



muqueuse trachéale humaine e t  nous espérions une homologie suf f isante en t re  les 

muqueuses humaine e t  porcine pour  obteni r  des clones posit ifs. L'aspect 

technologique est décr i t  dans l'appendice technique. Nous avons fa i t  var ie r  la 

nature du tampon de préhybr idat ion (tampon SSC 6X avec Denhardt  5X ou 10X, 

avec ou sans SDS). Le temps de préhybr idat ion est de  24 heures à 42OC. 

L 'hybr idat ion est  réalisée 24 heures de 37OC à 55OC. Les lavages sont réalisés 

ent re  40°C e t  70°C. Nous avons augmenté les températures d e  5OC en 5OC. La 

molarité du tampon SSC a été changée (6X vers  4 pu is  2X. ..). Le cr iblage d e  

cette banque dlADNc s'est révélé in f ructueux.  Les condit ions physicochimiques 

de force ionique, de température e t  de temps de contact sont t rès  d i f f ic i les A 
évaluer. L'oligonucléotide correspondant à une séquence de " t ype  mucine'' es t  

t rès dégénéré e t  il représente en fa i t  un mklange de d i f fé rents  nucléotides. Il 

est  t rés  d i f f i c i le  de  discriminer les clones posi t i fs  des autres. Cet  

oligonucléotide de synthése est en fa i t  une modélisation extrême du matériel 

étudié et, de ce fait, ne peut ressembler que de t rés  loin à ce matériel. Nous 

n'avons donc jamais été capables de déterminer les conditions idéales s i  elles 

existaient. 

C - Criblage de la banque dlADNc de muqueuse trachéale humaine en 

bactériophage Agtl 1 par  les sondes immunologiques 

1 - Principe 

Les détails techniques sont donnés dans l'appendice. Les clones 

provenant d'aliquots de la banque sont  étalés s u r  des boîtes de Pétr i .  Les 

conditions d'étalement permettent la product ion d'une proté ine d e  fusion p a r  

chacun d e  ces clones. Ces protéines d e  fusion se f i xent  s u r  un disque d e  

nitrocellulose. Ce disque est mis à incuber avec les ant icorps précédemment 

décri ts.  Aprés lavage des disques, un second ant icorps marqué soit  à la 

peroxydase (WILSON e t  NAKANE, 1981 ) (196), soit à la biot ine (BAYER e t  coll, 

1979) ( I l ) ,  permet de visualiser l 'éventuel clone pos i t i f  galactosidase-mucine. 

Tro is  d i f f icu l tés sont rencontrées : 

- t rouver  la bonne di lu t ion permettant un nombre cor rec t  d e  clones s u r  

chaque boîte (env i ron  5000) 

- t rouve r  la bonne di lu t ion d'ant icorps primaires e t  secondaires a f i n  

d'obtenir une réponse nette. Nous avons ut i l isé une d i l u t i on  au  1/508 

d'anticorps primaires provenant de chaque lapin e t  une d i lu t ion  a u  1/200è p o u r  

l 'anticorps secondaire. 



- standardiser la coloration pour  d i f fé rent ie r  le p lus  nettement possible les 

clones posi t i fs  des clones négatifs. 

2 - Résultats 

U n  clone n'a été considéré comme pos i t i f  que lorsqu'un deuxiéme t o u r  

d e  cr iblage s'est révélé ê t re  pos i t i f  avec une t rés  net te augmentation du 

rendement (vo i r  appendice technique). 

Envi ron 1 ,2.106 clones ont  été criblés, 55 o n t  donné une réponse 

posit ive a u  premier tou r  e t  seuls 12 clones o n t  été conservés en fonction d e  la 

réponse du deuxième tou r  de criblage. Ces clones, dénommés "TH", on t  t o u t  

d'abord été caractérisés pour leur  masse moléculaire aprés coupure d e  l'ADN p a r  

l'enzyme Eco RI (Tableau n024). Les tail les obtenues var ient  d e  0,18Kb à 

1,SKb. 

D - Etude immunohistochimique 

Avant  d 'entreprendre l'étude de la séquence nucléotidique des 

d i f fé rents  clones, il nous est apparu nécessaire de vér i f ie r ,  par  immunohisto- 

chimie, la qualité de nos ant icorps ainsi que leur  spécif ic i té au  niveau t issula i re 

e t  cellulaire. Les immunoglobulines spécifiquement impliquées dans la 

reconnaissance de chacun des clones posit i fs o n t  été extra i tes de i'immunsérum 

total  par  af f in i té  vis-à-vis du clone correspondant selon une méthode dér ivée d e  

celle de TIMPTE e t  col1 (1988) (186) (appendice technique). Ces ant icorps 

"monoclone" ont  été testés su r  coupes histologiques. I l s  reconnaissent soit  les 

cellules cal ic i  formes e t  les glandes muqueuses de la muqueuse trachéale humaine, 

soit  uniquement les cellules caliciformes (Tableau n025). E n  aucun cas les 

cellules séreuses ne sont marquées. Ceci a const i tué pour  nous une vér i f icat ion 

de la posit iv i té des clones sélectionnés. A noter  que aucun d'eux n'est capable 

de reconnaître les cellules caliciformes d'or igine colique. 

Ceci laisserait penser que : 

- ou les mucines coliques sont di f férentes des mucines trachéales tou t  a u  

moins en ce qu i  concerne les 12 clones htudiés. 

- ou le niveau d'expression de ces mucines coliques est beaucoup p lus  

faible que celui de la trachée. 

De plus, l 'ut i l isat ion d'anticorps "monoclone" nous permet de met t re  

en évidence une d i f férence cellulaire d'expression de certains types de mucines. 



Tabl eau n024 : Caractérisation des "inserts" des clones positifs 
de la banque de muqueuse trachéale humaine en vecteur Agtll 

: Dénomination du clone : Taille en Kb : 

* le fragment TH42 n'a pas été séquencé 



Tableau n025 : Résu l ta ts  immunohistochimiques 
obtenus à 1  ' a i de  des an t i co rps  " p u r i f i é s "  

: A n t i  : Muqueuse t rachéa le  humaine : Muqueuse co l ique  : 
: corps : 
: a n t i  : 

humai ne 

: c e l l u l e s  : c e l l u l e s  sécrétantes : ce1 1  u l  es 
: "ca l  ic i formes" :  des glandes : "ca l  i c i f o rmes "  : 

: TH11 : ++ - - 
: TH37 : ++ + - 
: TH29 : + + - 
: TH30 : + + - 
: TH46 : + - - 
: TH47 : +++ - - 
: TH36 : + - - 
: TH51 : ++ - - 
: TH54 : ++ - - 
: TH55 : + - - 

: Immun : +++ +++ +++ 
: sérum : 
: t o t a l  : 



E - Séquence nucléotidique 

1 - Principe 

La séquence s'effectue par  l ' intermédiaire du bactériophage M13 qui se 

mult ipl ie a u  niveau d e  colonies dlE. Coli infestées en produisant d 'abord  une  

forme répl icat ive d'ADN ci rcula i re double brin. Cette forme d'ADN peu t  ê t r e  

in t rodui te au  niveau d'une bactérie compétente TG1 pa r  une  étape d e  

transformation. Lorsque la concentration de la forme double brin a t te in t  200 

copies pa r  cellule, une forme monobrin cont inue d 'et re synthétisée à p a r t i r  d e  

la forme réplicative. Cet ADN monobrin peut  ê t re  récupéré e t  u t i l i sé  pour  le  

séquençage selon la technique de SANGER e t  col1 (1977) (160). Le  pr inc ipe  

consiste à synthét iser  un fragment d'ADN complémentaire d'un ADN simple brin 

à séquencer à p a r t i r  d 'une or ig ine connue (F igu re  n019). 

C'est l 'ADN polymérase 1 ou fragment de  Klenow qui a été ut i l isée c a r  

elle n'a pas d'act iv i té exonucléasique. Elle synthét ise un b r i n  complémentaire s i  

on lu i  f ou rn i t  une matrice d'ADN monobrin e t  une amorce avec un groupement 

hydroxy lé  en 3'. La synthèse est arrêtée p a r  l 'addit ion d'analogues 

dideoxynucléotides qui ne possèdent pas d 'hyd roxy le  en 3' mais qui peuvent  

ê t re  incorporés au hasard. L'ADN synthét isé est  marqué à l 'aide d'un 

desoxynucléotide radioactif. II est analysé s u r  un g r a n d  gel d e  polyacrylamide 

parallèlement mais séparément avec les aut res  fragments dont  la synthèse est  

arrêtée par  Ifun des autres dideoxynuclétides. 

2 - Résultats de séauence 

Les compositions en acides aminés déduites des séquences 

nucléotidiques sont caractéristiques des mucines (Tableau n026). Comme dans le 

deuxième chapitre, les compositions en acides aminés sont in terprétées e n  

dist inguant t ro is  populations de résidus acides aminés : 

- les acides aminés hydroxylés (sérine e t  thréonine) dont  le pourcentage 

varie de 18% (7 rés idus s u r  39 pour TH47) à 64% (43 résidus s u r  67 p o u r  

TH54) e t  où  on note presque toujours deux rés idus de thréonine p o u r  un rés idu  

de sérine. Le rappor t  sdrine s u r  thréonine var ie  en e f fe t  de 0,59 (TH36, TH54) 

à 0,75 (TH47). Les fragments TH11 e t  TH37 sont di f férents, leur  cadre de 

lecture n'est ouve r t  que su r  22 résidus d'acides aminés. 

- les acides aminés hydrophobes tels que la leucine atteignent 13% pour  les 

clones TH46 e t  TH47. A u  niveau de ces deux fragments, la val ine es t  
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Figure n019 : Principe de la méthode de terminaison de chaîne 

par 1 es didéoxynucl éotides (d' après SANGER et col 1 , 1977)(160) 

Desoxynucléotide 
P - ~ - 9 7 - b ~  

5' 
amorce p-j-HHIi-HHE~~ 

J .  ADN polymérase 1 

ou fragment de KLENOW 

f1-H-k~ mat ri ce 
3' 5 

I 

extension de la chaîne 

(brin complémentaire) 

5' + fragment de KLENOW 

P+ 

OH ~-I=ll-H-i-~--~ 
s' 

incorporation de dide~x~nucléotide dans le brin complémentaire et terminaison 

de la chaîne 



-. 
~ ~ c o ~ L ~ ~ o c u ~ o ~ . + . + c u ~ ~ c u ~ - c u ~  

L ................................................... 
"4% Y??"? 
lnmm mLnLn.+ln 

C", d; t Cr> m m L n h  O  ............................................ 4 '0, 
m L n m N l n m m 4 m O 4 h N 4 L n d O d m *  

O  



bien représentée. La pro l ine varie sensiblement e n  fonct ion du fragment 

considéré (7% pour  TH29 à 23% pour TH30). 

- les autres résidus tels que les acides aminés dicarboxyl iques sont peu  

représentés (sauf  pour  TH46 e t  TH47). Les acides aminés basiques sont 

également minori taires bien que 7 résidus d'arginine soient t rouvés pour  TH47. 

L'hist idine peut  ê t re  bien représentée (TH29,30,46). 

En ce qui concerne la cystéine, les résul tats obtenus (hormis TH46 e t  

TH47) montrent un taux intermédiaire en t re  les valeurs proposées p a r  ROUSSEL 

e t  col1 (1975) (154) pour les mucines bronchiques humaines (moins d e  0,7 

moles1100 moles d'acides aminés) e t  les valeurs rapportées p a r  SACHDEV e t  col l  

(1980) (156), 2,3% de cystéine. 

Certains fragments présentent un o u  p lus ieurs rés idus de 

tryptophane. 

Les séquences en acides aminés, totales o u  part iel les déduites de ces 

ADNc, permettent de  les répar t i r  en t ro is  familles di f férentes. 

* La première famille correspond aux  clones TH36,51,54 e t  55 e t  elle 

montre des séquences répét i t ives (F igure  n020). La séquence d e  8 résidus 

Thr-Thr-Ser-Thr-Thr-Ser-Ala-Pro est celle qui apparaît  le p lus  fréquemment. 

D'autres auteurs (GENDLER e t  coll, 1988 ; TIMPTE e t  coll, 1988 ; GUM e t  coll, 

1989) (46,186,56) o n t  séquencé des ADNc provenant  d e  mucine épithéliale 

polymorphe humaine (P.E .M.), de mucine sous-maxillaire d e  porc  e t  d e  mucines 

intestinales humaines. Les séquences obtenues montrent  l 'existence d'unités 

répét i t ives en tandem de 20, 81 e t  23 rés idus respectivement. Le mot i f  

octapeptidique déc r i t  précédemment peut  sub i r  d e  nombreuses mutations. De 

I'isoleucine, de I 'arginine ou de la thréonine peuvent  ponctuel lement modifier la 

séquence TH36 (F igure  n021). A u  niveau de TH51, d e  la glycine, de  la cystéine 

ou de la leucine peuvent également remplacer un o u  p lus ieurs rés idus acides 

aminés du motif. A u  niveau de la séquence nucléotidique du mot i f  répét i t i f ,  AGC 

code toujours pour le premier résidu de ser ine e t  T C T  code pour  le  deuxième, 

ACA e t  ACC codent pour  les troisième e t  quatrième résidus de thréonine. 

* La deuxième famille de  clones cont ient  les deux  fragments TH46 e t  TH47, 

leurs masses moléculaires respectives sont estimées à 0,6 e t  1,5Kb (F igure  

n022). I ls  on t  été séquencés partiellement e t  présentent une cer ta ine homologie 

au niveau des extrémités N- e t  C-terminales. En effet, les 47 rés idus amino 

terminaux sont identiques de même que les 22 acides aminés dans la pa r t i e  

C-terminale. L'extrémité carboxy-terminale de TH47 (39AA) se caractérise p a r  



Figure n020: Séquences en acides aminés et en nucléotides 
des fragments a )  TH36, b TH51, c) TH54 et d) THS5. 

Les séquences répétitives Thr-Thr-Ser-Thr-Thr-Ser-Ala-Pro sont soulignées 



F i g u r e -  n 4 U  ': Représentation schématique de l a  fami l l e  rép i  ti t i v e  . . . 

(séquences en acides aminé;) 

0. THR-THR-SER-THR-THR-SEÂ-ALA-PRO 
 CUI^ GLY SER Ï H ~  PRO SER PRO VAL PRO 
ryz'q _._ THR THR ARG THR THR SER ALA PRO 

Ez2l THR ALA SER THR THR SER GLY PRO 

Les points représentent  l e s  mutations 
ponctuel 1 es 



Figure n022 : Sequences nu=léotidiques et en acides  aminés des fragments 

a) TH46 et b) TH47. Les homologies parfaites sont soulignées. 



une plus grande richesse en résidus d e  pro l ine (23%). La r ichesse en leucine 

at te int  respectivement 13,2% e t  12,8% pour  les extrémités carboxy-terminales de 

TH46 e t  TH47. Les compositions en acides aminés obtenues p o u r  ces deux 

fragments se démarquent de celles des autres clones posit ifs. Cet te di f férence 

pour ra i t  ê t r e  due au  fa i t  que TH46 e t  T H  47 ne  sont  que  partiel lement 

séquencés. II reste à compléter les informations concernant ces deux  clones car  

respectivement 60 e t  400 résidus n'ont pas encore été séquencés. 

* La troisième famille renferme les clones TH11,29,30 e t  37 (F igure  n023). 

Leur composition est typiquement celle des rnucines ca r  le pourcentage d'acides 

aminés hydroxy lés  est  élevé. Les clones TH11 e t  TH37 présentent  tous les deux 

un cadre de lecture ouver t  t rès  cou r t  (22 résidus).  I l s  ne  d i f f è ren t  que p a r  la 

nature de leur  acide aminé en posit ion carboxy-terminale (pro l ine  o u  sérine) . 
L'organisation des clones TH29 e t  su r tou t  TH30 est par t icu l ière avec une moitié 

amino-terminale pauvre  en acides aminés hydroxylés (6 s u r  24) mais présentant 

une richesse en résidus de pro l ine (16 s u r  201 avec notamment des 

enchaînements ( P ~ O ) ~ .  Cette région pour ra i t  ê t re  considérée comme étant une 

région nue. A u  niveau de la région carboxy-terminale de ce même clone TH30, 

une séquence signal ASN-SER-SER est potentiellement glycosylable si  nous 

considérons la présence d'une conformation en coude$ (AUBERT e t  coll, 1976) 

(6) .  Les fragments séquencés o n t  une s t ruc tu re  secondaire qui n e  donne ni 

organisation en hélicea, ni en feuil lets$ . mais p lutôt  une conformation étendue 

e t  en coude$ (CHOU e t  FASMAN, 1978) (26). Si nous considérons que les 

chaines glycanniques sont attachées au niveau d'acides aminés hydroxy lés  si tués 

dans des coudes$ , la moitié de ces résidus est alors subst i tuée p a r  un rés idu  

de N-acéty lga lactosamine. 

Nous avons analysé ces séquences e t  recherché des homologies avec 

les données apportées pa r  les s t ruc tures  peptidiques d e  rnucines publiées e t  

aussi avec not re  mélange d'oligonucléotides pour  expl iquer peut-être l'échec lors 

de notre uti l isation. 

* Séquences e t  sonde oligonucléotidique 

Les d i f férentes séquences sont comparées à celles correspondant a u  

mélange d'oligonucléotides de synthèse. Parmi les nombreuses possibil i tés 

offertes aucune séquence n'est cependant retrouvée à l 'exception du fragment 

TH29 qu i  en  posit ion amino-terminale présente une séquence SER-THR-PRO-GLY- 

THR-THR qui est partiellement ret rouvée dans le mélange dlheptapeptide 

théoriques : 



Figure n 0 U  : Séquences en acides aminés et en nucléotides des fragments. 

a) TH11, b) TH37, c) TH29, d) TH30 



PRO - PRO 

SER-THR-ALA-SER-ALA-THR-THR -- -- 
G LY GLY - 
ARG ARG 

Ajoutons que, toujours dans ce même fragment, la sér ine est codée 

par  les t r i p le t s  TCC, AGC ou ACT. O r  ces codons ne  sont pas retrouvés au  

niveau du mélange d'oligonucléotides pa r  lequel la sér ine est arb i t ra i rement  

codée pa r  TCT.  Est donc expl ic i té entièrement l'échec d e  not re  approche p a r  

sonde ol igonucléotidique. 

Ajoutons que le cr iblage de la banque AgtlO d e  muqueuse trachéale 

de porc a été aussi u n  échec avec les sondes nucléotidiques. Nous devons 

cependant préciser que le cr iblage d'une banque d e  ce même t issu  avec les 

ant icorps précédemment décr i ts  nous a permis d'obtenir un clone (M55) dont  la 

séquence par t ie l le  est typ ique de mucines. La pur i f i ca t ion  de l 'anticorps 

l'monoclone'l a permis la révélat ion pa r  immunohistochimie des cellules 

caliciformes d e  muqueuse trachéale humaine. Ces éléments permettent d e  

constater que l'approche pr imi t ive tentée à l'aide d u  matériel animal n'était pas 

forcément une e r reu r  pour repasser ensuite s u r  du t issu  humain. Seuls les 

oligonucléotides étaient en cause. 

* Séquences nucléotidiques e t  séquences peptidiques 

Lorsque nous comparons les séquences pept id iques obtenues après 

deux cycles d'oxydation periodique e t  protéolyse des glycopeptides de mucines 

bronchiques LER.. . e t  DAU.. . e t  celles obtenues à p a r t i r  de  nos séquences 

nucléotidiques (TH29,30,36,51 ...) ou celle décr i te  pa r  le groupe d e  TIMPTE e t  

col l (1 988) ( 1 86) des homologies parfai tes ou importantes apparaissent notamment 

chez LER.. . pour des séquences octo-, hepta- ou  hexapeptidiques (Tableaux 

n027, 28 e t  29). Elles pouvaient laisser envisager un succès lo rs  d e  l 'ut i l isat ion 

d'oligonucléotides de synthèse découlant de  ces séquences. Lorsque nous 

regardons le tableau n029, les homologies au  niveau pept id ique n'atteignent q u e  

71% e t  la probabi l i té du nombre de misappariements nucléotidiques est p l u s  

importante encore. 

Récemment ROSE e t  col1 (1989) (152) o n t  pub l ié  les séquences en 

acides aminés de mucines trachéales humaines. Ces séquences, au nombre de 4, 

sont t rès  partiel les (de 10 acides aminés à 22 acides aminés). Nous notons que 

les clones TH46 e t  TH47 présentent une homologie par fa i te s u r  14 résidus acides 

aminés (Trp-Phe-Asp-Val-Asp-Phe-Pro-Ser-Pro-Gly-Pro-His-Gly-Gly-). Les 

séquences en acides aminés obtenues à p a r t i r  du cadre de lecture ouver t  d e  

Agtll sont en  accord avec des compositions en acides aminés déjà publiées 

(HOUDRET e t  coll, 1981) (77). 



Tableau n027 : Comparaison de séquences en acides aminés de g1,vcopeptides LER.. . 
e t  de séquences connues obtenues par  l a  b i o l o g i e  mo lécu la i re  

. . . . 
6 Glycopeptides LER...+ 2 o , ~ ,  . . . . : Références : Homoloaie %: - 

+ papaine: pronase 48h/8 j -  
u . . . . 

; p O :: 0 O 
7 . . .. 3 * 9 * * 

: GLY -TH;-GLY - s E B - T H R - T H ~ E R -  :: GLY-PRO-GLY-THR-THR-ALA-SER- : TIMPTE : 5 7 
5 10 :: 26 * * 31 : e t  co l1  : 

THR-THR-SEB-THR-THB-SER- : : THR-THR-GLY-THR-VAL-SER- : (1988) : 66,6 : 
6 * 10 :: 117 * 121 : (186) : 

THR-SER-THR-THR-GLY - : : THR-GLY-THR-THR-GLY- 80 . . . . 
: O P i i  8 8 1 . . 
: SER-THR-ALA-SER-THR-THR-SER- :: SER-THR-ALA-SER-THR-THR-SER- : TH55 : 100 
1 .  * 8 :: 30 * * 37 
: GLY-THR-GLY-SER-THR-THR-SER-PRO- :: GLY-PRO-GLY-SER-THR-PRO-SER-PRO- : TH55 75 A A 

5 10 :: 16 m 
-THR-THR-SER-THR-THR-SER- : : THR-THR-SER-THR-THR-SER- : TH54 : 100 

3 * * 9 :: 22 * * 28 
-ALA-SER-THR-THR-SER-PRO-THR- :: ALA-PRO-THR-THR-SER-THR-THR- : TH54 7 1 

3 * 10 :: 45 * 5 2 
-ALA-SER-THR-THR-SER-THR-THR-SER- : : ALA-PRO-THR-THR-SER-THR-THR-SER- : TH51 87,5 : 

5 * 10 :: 79 84 
-THR-THR-SER-PRO-THR-THR- :: THR-THR-THR-PRO-THR-THR- : TH30 83 

4 * 1  O :: 42 * 48 
-SER-THR-THR-SER-THR-THR-THR- :: SER-THR-THR-ALA-THR-THR-THR- : TH30 8 6 . . . . . . . 

Les séquences indiquées representent  l e s  d i f f é r e n t e s  poss i  b i l  i t é s  de séquences 
en acides aminés des g l ~ c o p e p t i d e s  LER,.. après oxydat ion per iod ique  

O: numérotat ion de l a  p o s i t i o n  de 1 'ac ide  aminé dans l a  séquence 

* acides aminés d iscordants  



Tableau n028 : Comparaison de séquences en acides aminés de g1,ycopeptides DAU,, , 
e t  de séquences connues obtenues par  l a  b i o l o g i e  mo lécu la i re  

. . . . 
~ ~ 1 , y c o p e p t i d e s  DAU.. .+ 2 o,p, . . . . : Références :Homologie: 

+ papai ne : pronase 48h/8 j . . . . : % :  

8 0 :: 0 8 * * 12 :: 36 * * 
-SER-THR-SER-THR-SER- ::-SER-THR-SER-SER-SER- . . : TIMPTE e t  : 60 : . . : c o l 1  (1988): . . . . : (186) : 

Les séquences indiquées représentent  1 es d i f f é r e n t e s  poss i  b i  1 i tés  de sequences 
en acides aminés des glxcopept ides DAU.. . après ox .~da t i on  per iod ique  

0: numérotat ion de l a  p o s i t i o n  de 1 'ac ide  aminé dans l a  séquence 

* acides aminés d iscordants  
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F - Hétérogénéité pept idique 

L'analyse des séquences nous a permis d e  classer les s t ruc tures  e n  3 

familles. II n'est pas évident  que les 12 clones soient représentatifs de tous les 

agencements des mucines. II est probable que même e n  se l imitant aux mucines 

trachéobronchiques il y existe d'autres st ructurat ions.  

Les clones séquencés permettent aussi d 'établ i r  I'existence d'au moins 

5 extrémités carboxy-terminales di f férentes pour  les mucines trachéobronchiques 

humaines. Ceci laisse envisager la présence d e  protéines "différentes1' qui 

pourra ient  être "processéest' d e  façon post  transcript ionnel le pour donner 

naissance à des glycoprotéines de haute masse moléculaire. 

Ainsi, le classement en familles des axes peptidiques e n  fonct ion des 

séquences nucléotidiques e t  le présence de nombreux acides aminés carboxy-  

terminaux d i f férents nous o n t  fa i t  envisager l'existence d'une grande 

hétérogénéité peptidique. Pour visualiser cette hétérogénéité, nous avons u t i l i sé  

l'électrophorèse des ARN en milieu dénaturant  pu i s  hybr ida t ion  avec les 

d i f férentes sondes nucléotidiques après t rans fe r t  o u  "Northern blot". L'aspect 

technologique est déc r i t  dans l'appendice technique. Ce t rava i l  a été réalisé s u r  

la muqueuse trachéale humaine e t  su r  d'autres muqueuses humaines (colon, 

estomac, intest in grê le)  ainsi que su r  deux lignées cellulaires de tumeur du 

sein, sécrétrices de mucines ou de "mucin-like" (VHB, e t  MCF,). Les r6sul tats 

de cette étude sont détail lés dans l 'art ic le ci- joint (CREPIN e t  coll, 1989). Les 

points essentiels à dégager de ce t ravai l  sont les suivants : 

- quel le que soi t  la sonde utilisée, on  observe une trc's g rande 

hétérogénéité de masses moléculaires d 'envi ron 1 K b  à 18-20Kb. 

- tous les types de sondes ne sont pas capables de reconnaître les ARN 

d'autres sources que  la trachée humaine. Cependant, lorsqu' i l  existe une 

homologie, il existe également une t rès grande hétérogénéité. 

- l 'uti l isation des ant icorps "monoclone" nous a permis une localisation 

cellulaire de sécrétion des mucines trachéales humaines. L'ut i l isat ion des sondes 

nous permet une localisation t issulaire des d i f férentes familles précédemment 

décrites. 
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ABSTRACT. A h g t l  l cDNA 1  i b r a r . ~  cons t r u c t e d  f rom human t rachea l  mucosa 
was screened w i  t h  r a b b i  t a n t i  bodies r a i  sed t o  chemi ca l  1.y deglyco- 
s y l  a t e d  pronase g lycopept ides f rom b ronch ia l  mucins. Th i s  1  i b r a r y  
a l  lowed us t o  s e l e c t  20 p o s i t i v e  clones. The t o t a l  o r  . p a r t i a l  nucleo- 
t i d e  sequences o f  14 o f  them were c l a s s i f i e d  i n  t h r e e  d i f f e r e n t  types 
o f  o r g a n i z a t i o n  o r  fami 1  ies .  

An t ibod ies  p u r i f i e d  f rom t o t a l  immuneserum on each p o s i t i v e  c lone  
were s p e c i f i c  e i t h e r  o f  gob le t  c e l l s  o r  g o b l e t  c e l l s  and mucous c e l l s ,  
showing a  d i f f e r e n t i a l  c e l l u l a r  express ion o f  t h e  pep t ide  a x i s  of 
rnucins. The use o f  each type  o f  n u c l e i c  probe i n  Nor thern b l o t  
a n a l y s i s  conf i rmed t h e  ex is tence  o f  a  g r e a t  he te rogene i t y  o f  t h e  RNAs 
c o n t r i b u t i n g  t o  a  g r e a t  pep t ide  heterogenei ty .  

INTRODUCTION 

Mucins cons i s t  o f  a  f a m i l y  o f  h igh  mo lecu la r  we igh t  g l ycop ro te i ns  
which a re  e labora ted  by many secre to ry  t i s sues ,  p a r t i c u l a r l y  by t h e  
r e s p i r a t o r y  t r a c t .  The o l igosacchar ides t h a t  account f o r  most o f  t h e  
mass o f  mucins a re  a t tached by O and perhaps some N-gl.ycosidic 
1 inkages (1). 

Knowledge o f  mucins p r o t e i n  backbone i s  p r a c t i c a l l y  imposs ib le  t o  
ge t  b y  usual  b iochemical  techniques. 

I n  f a c t ,  p u r i f . ~ i n g  p e r f e c t l . ~  a l 1  these molecu les or, a t  l eas t ,  
p u r i f y i n g  a l 1  o f  them i s  almost imposs ib le  : t h e i r  h i gh  mo lecu la r  
we igh t  ( 2 )  b r i ngs  about s o l u b i l  i t y  problems. The s t r u c t u r a l  organi -  

KEYWORDS : Mucins, cDNA 1  i brary ,  pep t ide  o rgan i za t i on ,  Nor thern b l o t  
anal  Y S  i S. 



zation, i n  some cases,  seems t o  be made of a l t e rna t ion  of highly 
gl.~cos.yl a ted  hydrophi 1 i c  zones and hydrophobic zones which rnay 
in te rac t  w i t h  other mucus components such as proteins o r  l ip ids .  The 
presence of highly dense, highly heterogeneous, and numerous glycan 
chains ( 3 )  s t i l l  increase those d i f f i c u l t i e s  : enz,yme digest ion of the 
protein backbone and enz~mat ic  o r  chemical degl.~cos.ylation prove t o  be 
highly d i f f i c u l t .  Another problem i s  due t o  unusual aminoacid 
composition : mucins contain twenty per cent up to  four ty  percent of 
h~droxy aminoacid residues and about ten percent of pro1 ine residues 
( 4 ) .  Besides, these aminoacids, ser ine  , threonine and proline rnay 
form more o r  l e s s  repe t i t ive  sequences (5,6,7) .  Under these 
conditions, in terpre ta t ion of Edman's degradation cycles i s  ver,y 
d i f f icul  t. However, the knowledge of the mucin protein backbone i s  of 
great importance t o  understand mucin physical propert ies and 
gl.~cos.yl a t i on  process which rnay certain1 y not occur a t  random. 

In this paper, f i r s t  we show the d i f fe ren t  peptide families 
deduced from the cDNAs sequences and d i f fe ren t  c e l l u l a r  and t i s sue  
s p e c i f i c i t i e s  linked t o  these d i f fe ren t  mucin types. 

Two techniques were used : immunohistochemistr.y and RNA Northern 
blot analys is  from dif ferent  origins.  The f i r s t  one allowed us t o  
confirm a ce1 l u l a r  1 ocal izat ion of the bronchial mucins biosynthesis 
and the second one t o  confirm a t i s s u l a r  spec i f i c i ty .  

METHODS 

+ Preparation of pronase glycopeptides from human airway mucins. 
Human bronchial sputum was collected from a s ingle  pat ient  LER... 

suffering from chronic bronchitis.  Collection, d i lu t ion  and pronase 
digestion of the sputum were carr ied  o u t  according t o  (8) and (9) .  
Glycopepti des were puri f ied on a DEAE-Sephadex A-25 col umn 
equi l ibra ted in 0.01M NaCl. A stepwise gradient e lu t ion  was performed 
using r i s i n g  NaCl molari t ies in 0.01N HC1 : 0.01, 0.1, 0.3, 0.5 and 
0.7 M NaCl (10). According t o  orcinol reaction,  f r a c t i on  0.5 M was 
divided i n t o  two subfractions 0.5 Ma e t  0.5 Mb. Aminoacid (11) and 
carboh.vdrate (12) compositions of each g1,ycopeptide f ract ion were 
analyzed. The 0.01 M f rac t ion was discarded because i t  was 
contaminated by other components ( h i g h  percentage of mannose residues 
and 1 ow percentage of h.ydroxy aminoacid residues. 

+ TFMS treatment : 
Chemi cal  degl.ycos.~l at ion of each glycopeptide f ract ion was 

performed as follows : 100 mg of glycopeptides were previously 
solubil ized i n  5 ml Triton X 100 ten percent aqueous solut ion,  
lyophilized and f i n a l l y  dried f o r  a week under a pa r t i a l  vacuum a t  
56°C in a P O containing reactor. Presence of Tri ton X 100 allowed t o  
increase cagbahydrate removal. The reaction mixture was composed of 10 
g t r i f  1 uoromethane su1 fonic acid (ALDRICH Chemi cal  Company) as -- . - 
chemi cal agent f o r  degl,ycos.~lation (13) and 600 mg phenylalanine (NBC) 
as scavenger. Using phenylalanine instead of anis01 e as  scavenger 
al lowed t o  obtain a bet ter  solubil i  t y  of the degl.ycos.ylated materials.  
Contact between the  reaction mixture previously cooled t o  -50°C and 
the g1,ycopeptides was achieved f o r  3h a t  25°C. Neutralization was 
performed by gentle addition of 22 ml of an aqueous 50 per cent 
pyridine solution.  The excess of pyridine i s  evaporated under N 
stream and the solution i s  then twice dia1,ysed aga ins t  desionizeâ 
water. After  lyophil izat ion,  removal of residual sa1 ts i s  obtained by 



a trip1 e preci pi tation of the peptides b.y -20°C cooled acetone. 

+ Preparation of polyclonal rabbit antiserum t o  deglycos.ylated 
mucin glycopeptides. 

Two New Zealand white rabbits were immunized w i t h  500 Pg of 
a peptide mixture containing equal amounts of 0.1 M ,  0.3 M ,  0.5 Ma, 
0.5 Mb, 0.7 M purified degl.ycos.~lated pronase gl.~copeptides in 
complete Freund's adjuvant (GIBCO) . Booster injections of 200 Pg were 
administrated every m o n t h  during six months. The rabbits were bled 1 
week a f t e r  each booster injection. The antisera were tested on 
immunobl o t s  a f te r  SDS-pol.yacry1amide gel electrophoresis. 

+ Preparation of the purified antibodies 
The purified antibodies were prepared by fixation on the 

specific fusion protein produced by each positive clone as described 
(5) .  

+ 1mmunohistochemistr.y 
Biopsies of human bronchial and colonic mucosae were 

obtained from macroscopical ly  heal t h y  areas. They were immediatly 
immersed into the fol 1 owing different fixatives : - Carnoy's solution : ethanol-ch1 oroform-acetic acid (6  ; 3 
; 1 ; vol/vol/vol) for 2 h .  

- Modified alcoholic Bouin's solution 
After fixation, the t issue fragments were dehydrated, 

embedded in paraffin and cut. Serial sections (4~m)  were deparaffi- 
nized and l e f t  for 1 2 h  in 0.01M phosphate buffered saline (PBS) 
(pH 7.3). An indirect immunohistochemical technique was used. After 
rinsing in phosphate buffered saline solution, s l ides  were blotted and 
i ncubated w i  t h  phosphate buffered sa1 i ne sol ution containing 1% sheep 
serum. After rinsing they were incubated for 2 or 4h a t  room tempera- 
ture with the immuneserum against degl.ycosylated mucin glycopeptides 
a t  a d i lut ion of 1:100. They were washed again and subjected to  
peroxidase labeled sheep antirabbit globulin diluted 1:50 for l h  and 
then rinsed. The peroxidase was revealed with 3,3'-diaminobenzidine 
tetrachl ori  de and fresh hydrogen peroxide according t o  (14). Final 1.y 
the sections were washed, dehydrated and accounted. 

To check the specificity of the reaction three controls were 
used : 
a)  preimmuneserum was substituted to  specific serum, b)  immuneserum 
step was omitted and c) the immuneserum was saturated w i t h  the 
degl ycosyl ated muci n peptides before the immunohistochemical 
procedure. 

+ Preparation of RNA 
Human mucosae or ce l l s  were stored a t  -80°C af te r  freezing 

in liquid nitrogen. Total RNA from human tracheal mucosa, colonic mucosa 
and human breast tumor ce11 lines were prepared as described in (15) 
by  the guanidinium/cesium ch1 oride method. Polyadenyl ated RNA were 
selected b y  chromatography on 01 igo(DT)-ce1 lulose (16).  

+ Construction and screening of the l ibrary 
We used the cDNA synthesis system plus and the cDNA cloning 

s.ystem Agt 11 manufactured by  Amersham. No imporpnt technical 
modifications were done. The 1 ibrary contained 2.5 10 recombinants 
before ampl ification and was screened wi t h  whole antiserum obtained 
from the two rabbits. Before use the serum was purified w i t h  a crude 
lysate as described (17). 



The secondary an t ibod ies  were perox idase  l abe led  goa t  
a n t i r a b b i t  a -g l obu l i ns  and t h e  r e v e l a t i o n  was done by  4-ch loro- l -  
nap tho l  c o l o r a t i o n .  

+ Nor thern  b l  o t  ana lys is  
Gel e lec t rophores is  and t r a n s f e r  t o  membranes was conducted 

as i n  (18).  The f i  1  t e r s  (H.ybond C Amersham) had been p rehybr id i zed  a t  
42°C i n  equal volume of formamide and t he  f o l l o w i n g  m i x t u r e  3 x  SSC, 
Hepes b u f f e r  (50mM, pH 7), 1 x  Denhardt 's s o l u t i o n ,  0,25 g salmon 
sperm, 12 percen t  dext ran su1 f a te .  H y b r i d i r a t i o n  was performed i n  t h e  
sage s o l u t i o n  t o  which t he  rad io l abe led  probe had been added t o  g i v e  
10 cpm p e r  m i l l i l i t e r .  The f i l  t e r  was washed i n  2  x SSC, 0,1% SDS 
t w i c e  a t  room temperature and i n  2  x SSC, 0,1% t w i c e  a t  60°C. Samples 
were autorad iographed w i t h  an i n t ens i f . y i ng  screen a t  -70°C f o r  1 t o  24 
hours . 

RESULTS 

+ Degl.ycos,yl a t i o n  o f  t he  pronase g lycopep t ides  f r om r e s p i r a t o r y  
mucins and p repa ra t i on  o f  po l yc l ona l  an t i se ra .  

Degree of p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  pronase g lycopep t ides  was 
es t imated  by a n a l y r i n g  t h e i r  aminoacid and carbohydra te  composi t ions 
and t h e i r  PAGE pa t te rns .  A f t e r  degl .ycos.~ la t ion,  e x t e n t  o f  carbohydrate 
removal as whereas i n t e g r i t y  o f  t he  pep t ide  backbone were c o n t r o l l e d  
( d a t a  submi t ted f o r  p u b l i c a t i o n ) .  The a n t i s e r a  ob ta i ned  from two 
r a b b i  t s  were t e s t e d  agai  n s t  these human deg l ycosy l  a ted  muci n 
g lycopep t ides  by immunobl o t t i n g  (F ig .  1 ) .  A w ide  s t a i n i n g  occurred 
between 10 KDa and 200 KDa w i t h  each ant iserum ( f i g .  1.1 and 1.3), 
never the less  ant iserum from r a b b i t  P.. a l l owed  t o  s t a i n  h i ghe r  
mo lecu la r  we igh t  pept ides ( f i g .  1.1) than an t i se rum f r om r a b b i t  C.. 
( f i g .  1.3). I n  t h e  two cases, preimmunesera were nega t i ve .  

+ Immunohis to log ica l  r e s u l  t s  
The peroxidase l a b e l i n g  i s  s i t u a t e d  around t h e  gob le t  ce11 

nucleous i n  bo th  t rachea l  and co lon i c  mucosae. The s e c r e t i o n  granules 
c o n t a i n i n g  t h e  g1,ycosylated mucins a re  no t  labe led .  The mucous ce11 s  
show a  cup-shaped per iphera l  l abe l i ng .  No serous ce11 l a b e l i n g  has 
been no t i ced .  These r e s u l t s  conf i rmed t h a t  Our an t i bod ies  were 
s p e c i f i c  f o r  mucin sec re to ry  c e l l s  and f o r  mucin p r o t e i n  backbone or ,  
a t  l e a s t ,  s p e c i f i c  f o r  t h e  mucin precursors  ( d a t a  submi t ted f o r  
pub1 i c a t i o n ) .  

+ Immunoscreening o f  t he  human t rachea l  mucosa cDNA l i b r a r y  
The immunoscreening o f  t h e  human t r a c h e a l  mucosa cDNA 

l i b r a r y  i n  t h e  Xg t  11 express ion vec to r  enables us  t o  g e t  a  $ 
ga lac tos idase  f u s i o n  p ro te i n .  There i s  one chance o u t  o f  s i x  t h a t  t h e  
sc reen ing  scope o f  the  f u s i o n  p r o t e i n  i s  s u i t e d  and t h e r e f o r e  ab le  t o  
be i d e n t i f i e d  by t h e  ant ibod ies.  That i s  perhaps why we on l y  found 
twen ty  p o s i t i v e  c l  ones ou t  o f  the  two m i l  1  i ons  screened clones. 



TABLE 1 

: Lab's Name : size in Kb 

Immunoscreeni ng of the cDNA 1 i brary 

A similar l ibrary study i s  a t  present i n  process i n  the A g t  10 
vector. The twenty positive clones l is ted on table 1 have a variable 
s ize from 0.18 t o  2 kilobases. The insert  of each of these twenty 
clones has been cloned i n  plasmid vector to  obtain nucleotide probes 
and i n  M 13 phage vector t o  establish i t s  sequence. 

+ Cellular localization 
As i t  can be noticed on table 2 ,  purified antibodies are  

able to  label either both goblet ce l l s  and mucous ce l l s  or only goblet 
cel ls .  Serous cel ls  are never labeled and unfortunatel y no purified 
antibody i s  able t o  recognize significantly colonic mucosa a t  the 
moment. As the goblet ce l l s  are always labeled, we may suppose that  
they are able t o  synthesize al1 the mucin types although a selection 
seems t o  occur in the glands. Moreover this  selection i s  not linked t a  
only one mucin family. 

The clones T H  58 and TH 57 from the f i r s t  and t h i r d  type respecti- 
vely are able to  label goblet ce l l s  and mucous cel ls .  

I t  i s  possible that  the expression levels of the other types i n  
some ce l l s  are below the level of detection by t h i s  technique. 

In any case, the results show different expression levels o f  the 
different mucins RNAs. 



TABLE 2 

Antibodies Typeof Human tracheal mucosa Human col oni c 
Gobl e t  Mucous Serous mucosa 

anti -cl one organisation ce l l s  ce l l s  ce l l s  Goblet ce l l s  

Immuneserum + + + + + + - + + +  

Immunohistological studies of human tracheal and colonic mucosae 

+ Tissue local ization 
Figure 2 displays the results obtained on the Northern blots 

of human tracheal mucosa using the three different  families of probes. 
The RNA integrity controls were performed : visualizing 28s and 185 
ribosomal RNA bands by use of the fluorescent dye ethidium bromide, 
detection of the B-actine RNA band of 2 kilobases which hybridises to  
the cONA probe pA2 (19) (see fig.  3). 

Two remarks should be drawn from th is  figure : 
- A t  present eleven probes have been tested and results were 

identical t o  those presented here using probes TH 47, 57, 58 : a very 
large smear from about eighteen to  one point f ive  kilobases 
characterizes a great heterogeneity of mucins RNAs. Al1 the RNA 
integri t y  control s being perfomed, i t appears tha t  the peptide 
heterogenei t y  shown by the many different carboxyl terminal aminoacids 
deduced from the sequences (20),  i s  confirmed by the great variety of 
RNAs whatever rnucin family i s  studied. - The second remark concerns the s ize of these RNAs.  A t  Jeast two 
explanations may be p u t  forward : the greatest  RNAs are  immature RNAs 
or there i s  a post-translational mechanism, yet unknown to us. 

We carried on th i s  work on various mucosae and on two human 
breast tumor ce11 lines.  



FIG. 1 

Staining of purif ied deglycos.~lated human airwa.~ 
glycopeptides after PAGE fractionation and immunobl o t t i  ng : 

1 : immuneserum from rabbit P.. 
3 : immuneserum from rabbit C.. 
2 and 4 : preimmunesera. 



FIG. 2 
Northern blot anal~s i s  of human tracheal mucosa. For each probe 

TH 47 (2nd type), TH 57 (3rd type) and TH 58 (1st type), two different 
concentrations of RNA were tested. 



FIG. 3 

Control s of Northern bl o t  analysi s : 

3a : B-actin RNA band 
3b : hybridation of RNAs from 1.mphocytes as non-mucin secreting 

c e l l s  t o  probe TH 57. Same results are obtained with the 
other probes. 



Znd TYPE 
3 cloner 

.3d TYPE 

6 clones not yet soquoncod 

FIG. 4 

Structural  organizat ion o f  t h e  peptide moie ty  o f  human tracheal  
muci ns . 

1 s t  type  :LiiT.T.S.T.T.S.A.P ;triG.S.T.P.S.P.V.P ; 
EEZZIT.T.R.T.T.S.A.S ;8//r///nT.A.S.T.T.S.G.P. 

Dots showed 1 imi t e d  mutations.  
2nd type : i P.K.T.S.T.S.H.V.S.I.S.K.T.T.H.S.A.P.V.T.R.D.C- 

H.L.R.C.T.W.T.K.W.F.0.V.D.F.P.S.P.G.P.H.G.G.T.R ; 
1. P.V.T.S.T.S.V.T.A.P.S.T.L.V.G.E.P.P.A.Q.L.R. 

3rd t y p e  : naked reg ion  ;[-'egion a b l e  to be h i g h l y  
gl.ycos.yl a t e d .  



TABLE 3 

: Probes :Human tracheal :Human colonic : Ce11 l ine  : Ce11 l ine  : 
: mucosa mucosa VHBI MCF7 : 

Northern blot or d o t  blot analysis of different mucosae and human 
breast tumor ce11 lines. 

Results are summarized on table 3. Before commenting on this 
table,  we must make clear that whatever mucosa or ce11 l ine i s  
studied, the autoradiograph.~ o u t 1  ine i s  always identical t o  the 
tracheal mucosa one. Thus the important fact  t o  be drawn from t h i s  
table i s  that only one probe type i s  able to  recognize s igni f icant l .~  
al1 the mucosae. 

This t.ype corresponds t o  the al ternati ng hydrophobic-hydrophi 1 i c  
peptide sequences. 

Which of these two regions i s  accountable for  t h i s  recognition or 
are they both involved ? 

DISCUSSION 

The aminoacid sequences deduced from the nucleotide sequences 
(20) allowed us to  classify,  a t  present, perhaps i n  an arbitrary way, 
the human tracheal mucins i n  three organization types or may be i n  
three d is t inc t  families. 

On figure 4 are shematized the three different  organization 
types. - The f i r s t  type which we have called a repetit ive type i s  
composed of tandems of an eight aminoacid sequence or box b u t  we must 
add that no perfect repetit ive sequence has yet been found. In fact ,  
we have found many limited mutations unlike the resul ts  obtained by 
others (5,6,7). 



- The second t ype  presents a d i f f e r e n t  o rgan i za t i on  b u t  i s  a l s o  
t y p i c a l  o f  mucin aminoacid composit ion. 

I n  t h i s  case, e x i s t  some p e r f e c t  sequence homologies e i t h e r  
between t h e  amino te rmina l  p a r t  o r  between t h e  carboxy l  te rmina l  pa r t .  

The unequal c lone  lengths suggest e i  t h e r  an a l  t e r n a t i v e  sp l  i c i n g  
system o r  t h e  ex is tence  of a gene f a m i l y  which would de r i ve  from t h e  
d u p l i c a t i o n  of i n t e r n a ?  sect ions o f  an ances t ra l  gene. 

- The t h i r d  t ype  appears t h e  most i n t e r e s t i n g .  I n  t h i s  case i s  
found t h e  a l t e r n a t i o n  o f  hydrophobic and h y d r o p h i l i c  zones t h a t  m igh t  
be g l . ~ c o s x l  a ted  and h i g h l y  gl.ycos.ylated. Th i s  t ype  conf i rms an o f ten  
proposed model. 

The g r e a t  he te rogene i ty  shown by t h e  Nor thern b l o t  r e s u l t s  i s  
conf i rmed b . ~  the  ver.y d i  f f e r e n t  sequences obtained. 

Does one pep t ide  sequence correspond t o  one g lycos,y la t ion type ? 
I n  two of Our sequences was found a coding Asn X Ser sequence 

ab le  t o  be N-gl.~cos.ylated. These p o t e n t i a l  N-gl.ycos.ylation s i  t es  must 
probably  mean something. These f i r s t  sequence r e s u l t s  open t o  us a 
l a r g e  f i e l d  of  i nves t i ga t i on .  

A t  t h e  same t ime, we were a b l e  t o  prove t h a t  a ce11 s p e c i f i c i t y  
e x i s t s  : a l 1  the human t racheal  mucin sec re to r y  c e l l s  a r e  no t  ab le  t o  
synthes ise i n  the same q u a n t i t y  a l 1  the  mucin types. We a l so  proved a 
t i s s u e  s p e c i f i c i t y  which may suggest t he  ex is tence  o f  a "basal mucin" 
l i k e  an housekeeping p r o t e i n  type b u t  we have y e t  no proof o f  it. 

Only  t h e  study o f  t he  gene and h i s  promoter w i l l  a l l o w  t o  support  
t h i s  hypothesis.  A t  present  a human gene l i b r a r y  and a l s o  o the r  cDNA 
l i b r a r i e s  a r e  i n  t h e  process o f  s t ud .~ .  

S tudy ing  ce1 l and t i s sue  s p e c i f i c i  t i e s  and t h e i r  r e g u l a t i o n  
enables us t o  view the  use o f  Our probes i n  some diseases as f o r  
ins tance  t h e  Crohn's disease, haemorrhagic r e c t o c o l i t i s  and of course 
co lon cancer. 
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I V  - CONCLUSION 

L'uti l isation d'un cer ta in nombre de techniques de biologie moléculaire 

nous a permis, pour  la première fois, d 'obteni r  des séquences acides aminés 

déduites des séquences nucléotidiques pour les mucines trachéales humaines. 

Ces séquences correspondent tout-à-fait à ce que  l'on pouva i t  

attendre, c'est-ri-dire un pourcentage élevé en acides aminés hydroxy lés  e t  

par fo is  des enchaînements répét i t i fs  de résidus de sérine, thréonine, glycine, 

alanine e t  proline. Ces résultats sont donc en pa r fa i t  accord avec le concept 

général de  la s t ruc tu re  des mucines e t  expl ique tout-à-fait les d i f f i cu l tés  

rencontrées lors de l 'approche biochimique. 

A u  cours de la réalisation de ce travai l ,  3 publications sont parues. 

Elles concernent la s t ruc tu re  primaire de mucines o u  de "mucin-like". 

C'est ainsi que TIMPTE et  col1 (1988) (186) on t  pu r i f i é  c inq  clones 

d'ADNc à p a r t i r  d 'une banque de glande sous-maxillaire de porc. Le p lus  g ros  

d 'entre eux (3,7Kb) a été séquencé e t  une séquence répét i t i ve  de 243 

nucléotides (81 acides aminés) a été obtenue. Ce mot i f  est répété 8 fois. 

GENDLER e t  col1 (1988) (46) on t  étudié des composCs "mucin-like" 

provenant  d'une l ignée tumorale d u  sein MCF7. I l s  o n t  obtenu p a r  séquence 

nucléotidique d 'un  ADNc des séquences nucléotidiques de 60 paires de bases (20 

acides aminés) répétées au  moins 23 fois. 

Très  récemment, GUM e t  col1 (1989) (56) o n t  c r i b lé  une banque 

dlADNc d ' in test in  grê le humain. Les séquences obtenues montrent elles aussi 

des domaines répét i t i fs  de 23 acides aminés. 

Ces t ravaux,  parallèlement aux ndtres, démontrent également que  les 

mucines sont constituées d'éléments répétit i fs. 

II est toutefois à noter que : 

- les séquences répét i t ives semblent d i f férentes selon les tissus étudiés. 

Y a-t-il une spécif icité cellulaire de ces répét i t ions ? Ceci semble probable car  

nos séquences répét i t ives sont incapables de reconnaître les ARN d'autres 

muqueuses. 



- l 'ut i l isat ion d'ant icorps à spectre moins large ne  permet pas de détecter  

de  séquences autres que répéti t ives. 

Nous avons pu également montrer qu'il ex is te une certaine homologie 

st ructura le e t  immunologique entre les mucines trachéales humaines e t  porcines 

( u n  clone de porc est  reconnu pa r  des ant icorps d'or igine humaine). II existe 

également des homologies chez l'homme ent re  les mucines trachéales e t  coliques 

voi re gastr ique (Nor thern  b lot )  . 

Les résul tats des séquences nucléotidiques nous permettent d e  

montrer une grande hétérogénéité pept idique des mucines humaines. Une not ion 

de "familles" de mucines peut  ê t re  introduite. Ce qui reste à déterminer, c'est 

s i  ces familles sont localisées s u r  une même molécule dans un o rd re  etabl i  ou  a u  

hasard ou si  elles sont situées s u r  des ent i tés moléculaires di f férentes. 

Ce qui apparaît  certain, c'est la grande hétérogénéité pept idique en 

fonction du nombre d'extrémités carboxy-terminales d i f férentes trouvées ainsi  

qu'en fonction des compositions en acides aminés. Cet te t rès  grande hétéro- 

généité peut  elle ê t re  rapprochée de celle des glycannes ? Y a-t-il une re la t ion  

s t ruc tura le  directe en t re  axes peptidiques e t  chaînes glycanniques ? 

Récemment, SOR IMACH l e t  col1 (1 988) (1 77) o n t  également visualisé, 

au niveau de l'oeuf de t r u i t e  arc-en-ciel, une mul t i tude dlARNm qui codent p o u r  

la synthèse d'axes peptidiques de polysialoglycoprotéines (PSGP) . Ces ARNm 

sont aussi s t ructurés avec un nombre variable d 'uni tés répét i t ives de 39 bases 

(1 3 acides aminés dont  4 hydroxylés)  . 

Deux autres points peuvent également ê t r e  dégagés de cette étude : 

- une spécif icité cellulaire ou tou t  au  moins un niveau d'expression 

d i f fé rent  pour  certains axes peptidiques selon que  I ton observe une cel lule 

caliciforme ou une glande muqueuse dans la trachée humaine. 

- une spécif icité t issulaire montrée pa r  l 'étude e n  "Northern blotr t  d e  

d i f férentes muqueuses humaines ou de lignées cel lulaires à l'aide de d i f férentes 

sondes. 
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Depuis de nombreuses années, l 'équipe s'est intéressée à la s t r u c t u r e  

peptidique des mucines b ien que ces O-glycoprotéines aient tou jours  réservé 

une d i f f i cu l té  technologique majeure dans le  domaine d e  l e u r  composante 

peptidique en raison du t rès  haut pourcentage en sucres, de  l'abondance e n  

acides aminés hydroxy lés  e t  ceci malgré l'automatisation e t  la miniatur isat ion d e  

la dégradation de Edman. 

Nous avons v u  que le but poursu iv i  éta i t  avant  t o u t  l 'approche 

st ructura le de l 'axe peptidique des mucines trachéobronchiques. U n  protocole 

mis au point  au laboratoire a permis la préparat ion de populations d e  mucines 

trachéobronchiques déglycosylées par  l'acide trif luorométhane sulfonique. 

- Le premier moyen mis en oeuvre a été l 'ut i l isat ion d e  la dégradation d e  

Edman des glycopeptides déglycosylés. II a amené un échec re la t i f  e n  matihre d e  

séquence peptidique. La déglycosylation chimique a cependant permis d'obtenir 

u n  immunsérum spécif ique de l'axe peptidique des mucines (coupes immunohisto- 

chimiques). 

- Le deuxième moyen ut i l isé a été celu i  d e  la biologie moléculaire où 

l 'ut i l isat ion d'oligonucléotides de synthèse dédui ts  des résul tats d e  séquence 

peptidique a été un échec. Cependant l 'ut i l isat ion d'immunsérum préparé  à 

p a r t i r  des glycopeptides déglycosylés pour  le cr ib lage d e  banques d'ADNc a été 

un succès e t  a permis de progresser t rès  sensiblement dans la connaissance d e  

séquences en acides aminés de fragments de mucines trachéobronchiques 

humaines. 

Dans la première par t ie  la grande hétérogénéité de la  f rac t ion  

peptidique des glycopeptides de mucus bronchique n'a pu ê t r e  appréhendée 

qu'au t ravers  d e  résultats diff ici lement interprétables (mauvaise résolut ion 

électrophorétique , colorabi li té  médiocre, in terprétat ion de résul tats d e  séquence 

dif f ic i le).  Nous avions cependant envisagé l'existence d'un modèle pept id ique 

d'environ 55 résidus s u r  la base d 'un rés idu d'hist idine o u  un mul t ip le d e  ce  

motif. Nous avons pa r  la biologie moléculaire obtenu un cer ta in  nombre d e  

séquences nucléotidiques q u i  nous permettent de  démontrer que l 'hétérogénéité 

existe e t  qu'elle est t rés importante. Si les résul tats obtenus n'ont pas conf irmé 

le modèle proposé ci-dessus, ceci peut  ê t re  dû à la mul t i tude de séquences qui 

restent encore à déterminer. 

Nos objectifs on t  cependant été a t te in ts  puisqu'un nombre important 

de séquences peptidiques relativement longues a été obtenu, ce qui a u  regard  

de la l i t té ra ture  est original. 



Ces séquences o n t  permis d'aller au-delà d 'une simple caractér isat ion 

d'axes peptidiques puisque nous pouvons in t rodu i re  pour  les rnucines trachéo- 

bronchiques humaines la notion de familles pept idiques e t  envisager 3 groupes 

d'ARN messagers en fonction d e  la richesse en rés idus d e  sérine e t  d e  

thréonine, de  leur  agencement e t  de l'existence de domaines répét i t i fs  don t  la 

tai l le e t  l'ordonnancement peuvent également ê t re  des éléments d is t inct i fs  e t  

fonctionnels. 

La pur i f icat ion s u r  les clones posit i fs obtenus, des immunoglobulines 

qui les reconnaissent spécifiquement nous permet également d'en préciser le l ieu  

de leur  biosynthèse. 

Notre t rava i l  ouvre  de grandes possibil i tés. II est  possible 

maintenant : 

- de compléter no t re  connaissance de l'agencement e t  de la s t ruc tu re  des 

squelettes peptidiques des rnucines. 

- d 'entreprendre le cr iblage d'une banque de gènes humains de façon à 

étudier  l 'organisation génomique de ces rnucines 

- d'étudier l 'expression des mucines p a r  ut i l isat ion des sondes vis-à-vis 

d'ARN provenant de t issus normaux ou pathologiques (CROHN, rectocolite.. .) 

- d'observer l 'éventuel polymorphisme in ter ind iv idue l  

- de réaliser la localisation chromosomique du ou des gènes codant pour  tes 

mucines. 

A p lus  long terme les perspectives autor isent : 

- de c r ib le r  avec les sondes trachéobronchiques les banques d'ADNc 

d 'autres muqueuses (digestives, génitales), de  tumeur du sein mucosécrétante 

d e  façon à étudier les parentés st ructura les e t  immunologiques des rnucines 

selon leur provenance t issulaire 

- d'envisager l'étude de la glycosylation des rnucines s u r  les protéines d e  

fusion extrai tes de nos clones 

- d'étudier enf in la régulat ion de l 'expression du o u  des génes de rnucines. 

Notre espoir est aussi que des retombtses intéressant le domaine 

cl inique puissent apparaître e t  à ce t i t r e  la sélection de sondes de rnucines 

comme marqueurs biologiques dans le domaine du cancer e t  de  la survei l lance 

des états précancéreux est envisagée. 
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RECUEIL ET TRAITEMENT DES SECRETIONS BRONCHIQUES EN VUE DE LA PREPARATION DE 

GLYCOPEPTIDES DE MUCINES (DEGAND e t  c o l l ,  19736, 1974) (32,34) 

Les expectorat ions sont congelées dès l e u r  recue i l  e t  la issées  à -20°C 

jusqu'au moment de l e u r  u t i l  i sa t ion .  Les sécrét ions proviennent de s u j e t s  

a t t e i n t s  de bronchi te chronique non i n fec tée  au moment de l a  co l l ec te .  Après 

décongélation un lavage par  4 volumes de sérum ph.ysiologique sous a g i t a t i o n  

douce 30 minutes permet après cen t r i f uga t i on  (3000 t rs lmn pendant 10 minutes) de 

récupérer une phase gél i forme qu i  après d ia l yse  (48 heures) cont re  de l ' e a u  

désionisée sera soumise à l yoph i  1 i sation. Le "mucus" a i n s i  conservé demeure 

stable dans son é ta t .  

HYDROLYSE DU MUCUS PAR LA MERCURIPAPAINE (DEGAND e t  c o l l  , 1974) (34) 

159 de mucus sont ajoutés à 1,51 de tampon de phosphate de sodium 

0y01M pH 6,5. 10 gouttes de BAL (dimercapto-2-3-propanol-1) sont j o i n t s  de même 

que l a  mercuripapaine, pour ob ten i r  un rapport  enz.yme:substrat de 1/100. A i n s i  

pour 159 de mucus, 150mg dlenz.yme sont a joutés ( s o i t  151111). L'ensemble e s t  mis 

en incubat ion à 37"C, pendant 24 heures avec recharge e t  sous a g i t a t i o n  

magnétique. Le pH de l ' hyd ro1 ,~sa t  papainique e s t  amené il 7,3 à l ' a i d e  d'une 

so lu t ion  saturée en T r i s  préparée extemporanément. 

HYDROLYSE PRONASIOUE DE L'HYDROLYSAT PAPAINIOUE 

15ml d 'acétate de calcium 1M sont ajoutés (0,OlM = m o l a r i t é  f i n a l e  en 

calcium). Le deuxième enzyme (pronase) e s t  a jou té  pour que l e  rappor t  

enz.yme:substrat s o i t  de 1/40 (385mg de pronase sont ajoutés).  L'ensemble e s t  

incubé 24 heures à 37°C sous ag i ta t i on .  Une cen t r i f uga t i on  de 10 minutes à 

3000tr/mn e s t  réa l i sée  e t  l e  c u l o t  e s t  él iminé. Le surnageant contenant l e s  

glycopeptides es t  p r é c i p i t é  par 4 volumes d'éthanol absolu. 11 e s t  l a i s s é  une 

n u i t  à 4°C. 11 sub i t  une cen t r i f uga t i on  de 15 minutes à 6000tr/mn. Le p r é c i p i t é  

éthanolique e s t  r e p r i s  par de 1 'eau e t  l yoph i l i sé .  

* Fractionnement des glycopeptides de mucus par échange ion ique 

Le mucus ( l o g )  es t  donc comme précédemment dissous en tampon phosphate 

de sodium a jus té  à pH 7,3. Cependant, il s u b i t  directement llh.ydrol.yse 



pronasique en tampon acétate de calcium dans un rapport E/S de 1/40. 

L'incubation a 1 ieu à 37°C pendant 2 fois 48 heures. L1h.ydrolysat est centrifugé 

comme précédemment et le surnageant est précipité par l'éthanol absolu. Le 

matériel (500mg) est déposé sur DEAE Sephadex-A25 (colonne de 65cm x 3,5cm) 

après dissolution dans 5ml de NaCl 0,OlM. L'élution des differentes fractions de 

g1,ycopeptides de mucus bronchique est fonction de 1 'acidité de ces fractions les 

unes par rapport aux autres. Elle est réalisée l'aide de NaCl OY01M puis 0,lM 

suivie de 1 'util isation d'un gradient discontinu associant 1 'HC1 0,OlN à une 

molarité croissante en NaCl (0,3 à 0,7M). Chacune des populations est éluée par 

600ml dlHC1/NaC1. Les fractions les plus neutres (plus riches en fucose) sont 

éluées avant les fractions les plus sialylées. Les fractions les plus sulfatées 

sont él uées en dernier. L'élution des différentes fractions du chromatogramme 

est suivie par le dosage des oses à l'orcinol et la lecture spectrophotométrique 

à 230nm. 

* Oxydation periodique (ROTHFIS et SMITH, 1963 ; MAKINO et YAMASHINA, 

1966) (153,113) 

Une mol écu1 e, qui renferme des groupements hydroxyl es adjacents 

libres, peut être coupée par de nombreux agents oxydants. L'acide periodique, ou 

1 'un de ses sels, a souvent été utilisé pour la coupure de liaisons carbone- 

carbone existant au niveau des oses. 

Ceci pourrait être représenté par l'équation : 

Les groupements hydroxylés secondaires donnent de l'acide formique 

tandis que les groupements alcools primaires conduisent à la formation de 

formaldéhyde. La concentration de periodate utilisée est, en général, de 0,005 à 

0,lM. Les températures les plus fréquemment décrites sont de l'ordre de O à 4°C 

avec un pH variant de 3,2 à 6,8. 

Les oxydations non spécifiques sont alors retardées. Ces derniPres 

sont plus fréquentes dans des conditions plus acides. Certains acides aminés 

sont susceptibles d'interférer lors d'études d'oxydation periodique. Les résidus 

de sérine et de thréonine sont oxydés en alcool cr aminés. Ils donnent 

respectivement naissance à de llacétaldéh.yde et à de la formaldéhyde. 



L ' h.ydrox.ypro1 i ne e t  1  a  pro1 i ne réag issen t  également avec 1 ' a c i d e  

per iod ique  à température ambiante. Ceci dépend du pH. Des acides aminés t e l s  que 

l e  tryptophane, l a  cys té i ne  e t  l a  méthionine peuvent ê t r e  oxydés par  l ' a c i d e  

per iod ique.  

Dans l e  cas envisagé, lOOmg de g l .~copept ides  sont  dissous dans 50ml 

d 'eau d i s t i l l é e  sous a g i t a t i o n  magnétique. Du pe r i oda te  de sodium e s t  a j o u t é  

pour que l a  concen t ra t ion  f i n a l e  s o i t  0,05M (1,07g/50rnl d'eau d i s t i l l é e ) .  Le pH 

d o i t  se s i t u e r  en t re  4  e t  4,5, s inon  il e s t  a j u s t é  avec de 1 ' ac i de  s u l f u r i q u e  

normal. L ' i ncuba t i on  e s t  r é a l i s é e  à 4OC, à l ' o b s c u r i t é  sous a g i t a t i o n .  

La l e c t u r e  e s t  r é a l i s é e  à 310nm tou tes  l e s  heures, l e  pH e s t  v é r i f i é  à 

chaque p r i s e  d 'essai .  

Il f a u t  p r é v o i r  : 1 témoin per ioda te  de potassium 

1 témoin eau b i d i s t i l l e e  

1 témoin s o l u t i o n  de g lycopept ides + eau 

b i d i s t i l l é e  ( v l v )  

1 témoin temps g lycopept ides + per ioda te  

Il faut  a t t end re  env i ron  3 heures pour l ' o b t e n t i o n  d 'un p la teau de 

l e c t u r e  à 310nm. L 'oxyda t ion  per iod ique  e s t  a r rê tée  pa r  a d d i t i o n  de 0,5ml 

d 'é thy lène  gl.yco1, l e  con tac t  e s t  r é a l i s é  à 4OC, à 1 ' obscu r i t é  30 minutes 

jusqu 'à  ce que l 'absorbance s o i t  nu l l e .  

La réduc t ion  e s t  r é a l i s é e  par  ad jonc t i on  de 40mg de borohvdrure de 

sodium pour 5mg de g l .~copept ides  ( s o i t  i c i  800mg, m o l a r i t é  f i n a l e  en boro- 

hydrure : 0,ZlM). Le p r o d u i t  e s t  l a i s s é  l a  n u i t  à 4OC. Il e s t  d i a l y s é  e t  

l y o p h i l i s é .  

L1hydrol.yse e s t  r é a l i s é e  par  de l ' a c i d e  su l f u r i que  2N de façon à ce  

que l e  pH s o i t  égal à 1. L'ensemble e s t  l a i s s é  20 heures à 20°C. Cet te  hydro lyse  

e s t  a r rê tée  p a r  n e u t r a l i s a t i o n  avec de l a  soude. Le p r o d u i t  e s t  l y o p h i l i s é  e t  

soumis à un "deuxième t o u r "  d 'oxyda t ion  per iodique, r éduc t i on  au borohydrure e t  

h.ydrol.yse. Les g l .~copept ides  sont  concentrés sous vide, l e  volume e s t  ramené à 

lOml s o i t  une concent ra t ion  de 10mgIml. 

Les g1,ycopeptides oxydés (20mg/2ml) sont  déposés sur  Sephadex 6-15 en 

eau d i s t i l l é e .  L ' é l u t i o n  du m a t é r i e l  e s t  s u i v i e  par  l e c t u r e  à 278nm, 310nm, l e  

dosage à 1 ' o r c i n o l  e t  l a  n inhydr ine.  Le g lycopept ide e x c l u  de l a  colonne e s t  

soumis à une h.ydrol.yse papainelpronase (48 heures:8 j o u r s )  e t  l e  l y o p h i l i s a t  

obtenu e s t  déposé sur  B iogel  PZ en eau désionisée. 



* Composition en acides aminés d i f f é r e n t i e l  l e  

20mg de g1,ycopeptides sont dissous dans lm1 d'eau b i d i s t i l l é e  e t  on 

a j o u t e  lm1 de p.yr id ine e t  40M1 de phén.yl-isothioc.yanate ( f o rma t i on  du 

PTC-peptide). On l a i s s e  a g i r  lh39 à 45°C sous atmosphère d'azote, 

Le PITC en excès e s t  e x t r a i t  pa r  a g i t a t i o n  avec du benzène (2ml de 

benzène - é l i m i n a t i o n  de l a  phase benzénique ; 7 f o i s ) .  

La phase benzénique é tan t  séparée pa r  cen t r i f uga t i on ,  on congèle l a  

phase aqueuse qu i  e s t  1,yophil isée. 

La c y c l i s a t i o n  e s t  e f fec tuée  en 30 minutes, à 45OC, sous azote, p a r  

a d d i t i o n  de lm1 d ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  anhydre que l ' o n  a j o u t e  au 

l y o p h i l i s a t .  

Après séchage sous azote pu i s  sous vide, en dess icateur  en présence de 

soude, l e  r és i du  e s t  r e p r i s  par  lm1 d ' a c i d e  acét ique 0,4N. La phén .~ l - t h i o -  

hydantoine e s t  a l o r s  e x t r a i t e  à t r o i s  r e p r i s e s  pa r  l e  benzène (Zml), 

Après l a  pesée pour l a  composit ion en acides aminés, l e  l y o p h i l i s a t  

e s t  r e p r i s  dans l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  un nouveau c y c l e  de dégradat ion peu t  

commencer. 

SEQUENCE AMINO-ACIDE 

Méthodol og ie  

a) Dégradat ion manuel l e  

Nous suivons l e  p ro toco le  é t a b l i  pa r  EDMAN (1970) (42) e t  m o d i f i é  p a r  

DEMAILLE (1979) (36) (F igure  n024). 

* Couplage 

Les d i f f é r e n t e s  étapes sont l e s  su ivantes : 

- d i s s o l u t i o n  d ' env i r on  200 nanomoles d ' é c h a n t i l l o n  dans un tube  conique 

pa r  100V1 d 'un tampon diméth.yla11 ylamine/propanol/eau (1,2/15/10-v/v/v) 

fratchement préparé e t  a j u s t é  à pH 9,5 par  de l ' a c i d e  t r i f l u o r o a c é t i q u e  à 10%. 

- a d d i t i o n  de 5M1 de phényl isothioc,yanate e t  ma in t ien  du tube sous courant  

d 'azote pendant 30 secondes. 

- a g i t e r  au vor tex.  

- incubat ion  à 50°C pendant 40 minutes, l e  mélange e s t  ensu i t e  r e f r o i d i .  





- é l i m i n a t i o n  de l ' e xcès  de r 6 a c t i f  pa r  3  add i t i ons  successives de 0,5ml de 

benzène, s u i v i e s  de cen t r i f uga t i on  à 2000 t ou rs  par minute pendant 5 minutes e t  

é l i m i n a t i o n  de l a  phase benzénique. 

- séchage de l a  phase aqueuse par  évaporat ion sous azote p u i s  dess i ca t i on  

pendant 30 minutes dans un dess icateur  maintenu à 50°C, sous vide, en présence 

d  ' anhydr ide phosphorique. 

* Cl ivage 

- a d d i t i o n  de 50V1 d 'ac ide  t r i f l u o r o a c é t i q u e  immédiatement après l a  
dess ica t ion  avec ma in t i en  quelques secondes sous courant d 'azote.  

- a g i t a t i o n  à l ' a i d e  d 'un vor tex.  

- incubat ion  à 50°C pendant 7  minutes. 

- séchage du p r o d u i t  sous azote. 

- e x t r a c t i o n  de l a  t h i azo l i none  par  de l ' é t h e r  dépourvu de peroxyde e t  

contenant de l 'éthylmercaptan comme ant ioxydant  ( 2 0 ~ 1  pour 50ml d ' é the r ) .  T r o i s  

ex t rac t i ons  par  0,5ml d ' é t h e r  s u i v i e s  de c e n t r i f u g a t i o n  à 2000tr/mn pendant 3 

minutes son t  e f fectuées.  Les phases éthérées réunies dans un nouveau tube 

conique son t  séchées sous azote. Le p r o d u i t  r és i due l  e s t  a l o r s  par fa i tement  

séché en dess icateur  sous v i de  en présence d ' ac i de  s u l f u r i q u e  pendant 30 

minutes. I l  e s t  ensu i t e  p r ê t  pour l e  c y c l e  su ivant .  

* Conversion 

Add i t i on  de 200Ul d ' ac i de  chlorh,ydr ique 0,lN contenant de l 1é th . y l  

mercaptan comme anti-ox.ydant e t  ma in t ien  du tube sous courant  d 'azo te  pendant 30 

secondes. 

- a g i t a t i o n  à 1  ' a i de  d 'un vor tex  

- i ncuba t i on  à 80°C pendant 10 minutes 

- re f ro id issement  rap ide  

- e x t r a c t i o n  de l a  phényl th iohydanto ine (PTH) pa r  t r o i s  f o i s  0,5ml 

d 'acé ta te  d ' é t h y l e  s u i v i e  de c e n t r i f u g a t i o n  à 2000tr/mn pendant 5mn. Les phases 

organiques sont  rassemblées e t  évaporées sous azote. Quant à l a  phase aqueuse, 

e l l e  e s t  l y o p h i l i s é e .  En e f f e t ,  tous l e s  dér i vés  des acides aminés ne sont pas 

re t rouvés dans l a  phase acétate d 'é thy le ,  ceux de l ' a r g i n i n e ,  de l ' h i s t i d i n e  e t  

de l a  cys té i ne  r e s t e n t  dans l a  phase aqueuse. Le PTH amino-acide a i n s i  préparé 

e s t  p r ê t  pour son i d e n t i f i c a t i o n .  

b) Dégradation automatique 

Les dégradat ions on t  é t é  réa l i sées  sur  un s6quenceur Beckman 890C dont  

un schéma s i m p l i f i é  e s t  donné dans l a  F igure  n025. Les d i f f é r e n t e s  étapes son t  

e f fectuées à 57°C en atmosphère d'azote.  
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1- Etalement de l ' é c h a n t i l l o n  su r  l a  coupel le  

L ' é c h a n t i l l o n  en q u a n t i t é  de 200 à 500 nanomoles e s t  s o l u b i l i s é  p a r  

400V1 d'eau pu i s  déposé près du fond de l a  coupel le,  t and i s  que c e l l e - c i  tou rne  

à 1000tr/mn. L ' é c h a n t i l l o n ,  sous l ' e f f e t  de l a  f o r c e  cen t r i fuge ,  e s t  p laqué 

con t re  l a  paro i .  Le séchage es t .  ensu i te  e f f ec tué  pa r  une s é r i e  de balayages a 
l ' a z o t e  e t  de vides p rogress i f s .  

2- Couplage 

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  couplé au phén.yl isothioc.yanate (PITC) dans 2 types 

de tampons selon l e  programme c h o i s i  : s o i t  un tampon quadrol O Y 1 M  (Programme 

Beckman, 122974) u t i  1 i s é  pour l e s  proté ines,  gl.ycoprotéines, "gros" pept ides ou 

glycopept ides, s o i t  un tampon d iméthy la l  l y lamine  0,8M pH 9,4 (DMAA) , u t i l  isi! 

pour l e s  " p e t i t s "  pept ides ou glycopept ides. 

3- E l i m i n a t i o n  de 1 'excès des r é a c t i f s  

Ce t te  étape e s t  r é a l i s é e  par  succession d 'un  v i de  p rogress i f ,  d ' un  

balayage d 'azo te  sous v i d e  p a r t i e l  e t  d ' un  lavage au benzène. 

4- C l  i vage par 1 ' ac i de  hep ta f l  uorobut.yrique (HFBA) 

Après séchage du f i l m ,  l e  c l i v a g e  e s t  r 6 a l  i s é  par  a d d i t i o n  de HFBA. 

L'excès d ' ac i de  e s t  é l  iminé par  un v i de  p r o g r e s s i f  s u i v i  d 'un  ba la .~age d ' azo te  

sous vide. 

5- E x t r a c t i o n  des t h i azo l i nones  

Les 2-anilino-5-thiazolinones (ATZ) sont e x t r a i t e s  par  l e  chlorobutane 

e t  r e c u e i l l i e s  dans des tubes r é f r i g é r é s  contenant l e  m i l i e u  de conversion 200LJI 

d'HC1 N e t  quelques gou t tes  d 'éthylmercaptan comme ant i -oxydant.  

6- Conversion manuelle 

Le chlorobutane e s t  évaporé sous azote. Au cours de c e t t e  évaporat ion, 

l a  t h i azo l i none  se concentre progressivement dans l a  phase HC1 q u i  e s t  incubée 

10 minutes à 80°C. 

c )  I d e n t i f i c a t i o n  des PTH amino-acides dér i ves  

A ce stade, nous avons f a i t  appel essen t ie l lement  à l a  chromatographie 

1 i qu ide  de haute performance (HPLC) e t  dans c e r t a i n s  cas à l a  chromatographie en 

phase gazeuse. 

1- La chromatographie l i q u i d e  de haute performance 

L ' appa re i l  u t i l i s é  é t a i t  un Hewlet t  Packard modèle 1084B équipé d ' u n  

dé tec teur  f i x e  à 254nm e t  d 'un  détecteur  v a r i a b l e  e n t r e  200 e t  540nm. La 

technique employée é t a i t  c e l l e  préconisée par  HERMANN e t  c o l 1  (1978) (68), 

mod i f iée  par  BRIAND (1981) (18). 



La séparation e s t  réa l i sée  sur une colonne Ci-Bondapack C18 (Waters 

Associates). La PTH-norval i n e  es t  u t i l i s é e  comme témoin interne, l e  diagramme 

obtenu a i n s i  que l es  cond i t ions  opératoires sont représentées dans l a  f i g u r e  

n026. Sur c e t t e  colonne l e s  PTH-méthionine e t  PTH-valine d'une p a r t  e t  l e s  

PTH-isoleucine e t  PTH-phénylalanine d 'au t re  p a r t  ne sont pas séparées. 

L ' i d e n t i f i c a t i o n  d é f i n i t i v e  e s t  dans ce cas r é a l i s é e  à l ' a i d e  d'une colonne 

Ci-Bondapack CN (Waters Associates) (Figure n027). 

2- La chromatographie en phase gazeuse 

E l l e  a été employée, dans l e s  toutes premières déterminations, pour 

d i f f é r e n c i e r  PTH-méthionine e t  PTH-val i n e  d'une par t ,  PHT-isoleucine e t  PTH- 

phén.yla1 anine d 'autre pa r t .  Les i d e n t i f i c a t i o n s  on t  é té  réa l i sées  sur  une 

co l  onne WHP 100/120 mesh imprégnée de ch1 orophén.yl s i  1 icone SP400 à 10% à 1 ' a i d e  

d 'un apparei l  Hewlett Packard modèle 5730A. Le diagramme type a i n s i  que l e s  

condi t ions opératoires sont représentées dans l a  f i g u r e  n028. 

MARQUAGE D'OLIGONUCLEOTIDES DE SYNTHESE 

3 2 L 'o l i gonuc léo t i de  de s.ynthèse es t  marqué à 1 'a ide  dlATP [r Pl, pa r  

1 ' in te rméd ia i re  de l a  T4 po1,ynuclCotide kinase d'E. Co l i  e t  cela, pendant 45 

minutes à 37°C ou 10 minutes à 45°C. Ce protocole e s t  dér ivé  de c e l u i  d é c r i t  par  

MANIATIS e t  co l1  (1982) (115). Cependant l a  séparat ion de 1'01 igonuc léo t ide  

marqué de 1'ATP non incorporé e s t  réa l i sée en DEAE Tr isacry l .  Le rendement de 

marquage e s t  contrô lé par  chromatographie en couche mince. 

PREPARATION DE SONDES IMMUNOLOGIQUES 

Le protocole d' immunisation retenu es t  t r è s  proche de c e l u i  d é c r i t  par  

VAITUKAITIS (1981) (187) e t  comporte l e s  étapes suivantes : 

- avant tou te  i n j e c t i o n  d'antigène, du sang e s t  prélevé à chacun des deux 

lap ins .  Le sérum const i tuera  l e  "témoin de pré inoculat ion" .  

- l a  première i n j e c t i o n  é t a i t  de 500Cig de matér ie l ,  l e s  i n j e c t i o n s  de 

rappel à 15 jours d ' i n t e r v a l l e  é ta ien t  de 200Vg cec i  en présence d'un volume 

d 'adjuvant  complet de Freund. 

- p lus ieurs  saignées de 10 à 15ml ont  é t é  réal isées.  L'immuns6rum e s t  

obtenu après cen t r i f uga t i on  du sang t o t a l  pendant 5 minutes à 2500tr/mn, p u i s  il 

e s t  r é p a r t i  en a l iquots  e t  conservé à -20°C. 
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CARACTERISATION DES "IMMUNSERA" 

* Immunohistochimie 

Des b iops ies  de muqueuses bronchiques e t  c o l  iques obtenues à p a r t i r  de 

t i s s u s  macroscopiquement sa ins on t  é t é  immergées dans d i f f é r e n t s  r é a c t i f s  de 

f i x a t i o n  : 

- une s o l  u t i o n  de Carn0.y : éthanol -ch1 oroforme-aci de a c 6 t i  que (6;3;l ;v/v/v) 

1 ' immersion a l i e u  pendant 2 heures. 

- une s o l u t i o n  de Bouin a l coo l i que  modi f ié .  

Après f i x a t i o n ,  l e s  fragments de t i s s u s  o n t  é t é  déshydratés, i n c l u s  

dans l a  pa ra f i ne  e t  coupés. Les coupes sér iées de 4Vm on t  é t é  déparaf inées e t  

l a i ssées  12 heures en tampon PBS (phosphate 0,OlM) à pH 7,3. 

Une technique immunohi stochimique i n d i r e c t e  a é t é  u t i  1 isée. Après 

r inçage  en s o l u t i o n  s a l i n e  de tampon phosphate, l e s  coupes o n t  é t é  f i x é e s  e t  

incubées en tampon s a l i n  contenant 1% de sérum de mouton. Après r inçage, l e s  

é c h a n t i l l o n s  sont incubés 2 à 4 heures à température du l a b o r a t o i r e  avec 

1 ' immunsérum d i r i g é  con t re  l e s  pept ides de mucine humaine dégl ycos.ylés (HDMP) à 

l a  d i l u t i o n  de 1/100è. I l s  sont  à nouveau laves  e t  soumis à un marquage à l ' a i d e  

de g l obu l i nes  de mouton a n t i - l a p i n s  marqués à l a  peroxydase e t  à l a  d i l u t i o n  de 

1/50è. Ce marquage dure 1 heure e t  l e s  t i s s u s  sont ensu i t e  r incés .  La peroxvdase 

e s t  ensu i te  révé lée à 1 ' a i d e  du t é t r a c h l o r u r e  3,3'diaminobenzidine e t  de 1 'eau 

oxygénée f r a r c h e  se lon GRAHAM e t  KARNOWSKY (1966) (53). Les coupes son t  

f i na lement  lavées, désh.ydratées e t  comptées. 

T r o i s  con t rô les  on t  é t é  u t i l i s é s  pour v é r i f i e r  l a  s p é c i f i c i t é  de l a  

r éac t i on .  Un pré-immunsérum a é t é  subs t i t ué  au sérum spéc i f i que  ; l ' é t a p e  de 

l'immunsérum a é t é  vo lonta i rement  oubl iée ; l'immunsérum a é t é  sa tu ré  avec l e s  

pept ides de mucines déglycos.ylés avant l ' é t a p e  immunohistochimique. 

PREPARATION DES ARN MESSAGERS 

a) Homogénéisation du m a t é r i e l  b io log ique  

Au moment de l ' u t i l i s a t i o n ,  4,9g de muqueuse t rachéa le  humaine son t  

déposés dans un m o r t i e r  contenant de l ' a z o t e  l i q u i d e  e t  r é d u i t s  en poudre. C inq  

volumes de tampon GT sont  a l o r s  a jou tés  ( i so th i ocyana te  de guanidine 6M, c i t r a t e  

de sodium 5mM pH 7,0, $-mercaptoéthanol 0,1M, sarcosy l  0,5%). A f i n  de d im inuer  

l a  v i s c o s i t é ,  l'ADN e s t  cassé pa r  des passages success i f s  au t r ave rs  d ' a i g u i l l e s  

de diamètres décroissants.  



b) Iso lement  des ARN c e l l u l a i r e s  to taux  

L'homogénat r e ç o i t  169 de ch lo ru re  de césium s o l i d e  e t  son volume e s t  

a j u s t é  à 40ml en tampon GT. 11 e s t  r é p a r t i  dans 6  tubes, déposé dél icatement  au 

dessus de 3,2ml d'une s o l u t i o n  de c h l o r u r e  de césium 5,7M, EDTA 0,lM (pH 7,5) 

DEPC 0,1% . Les tubes sont  cen t r i f ugés  dans une u l t ra -cen t r i fugeuse  Beckman L8 

(Rotor : SW41) à 29500tr/mn pendant 17 heures à 18°C. Chacun des c u l o t s  e s t  

dissous dans lm1 de TE (Tris-HC1 lOmM pH 7,4 EDTA 5mM) ; SDS 1%, après 

é l  i m i  na t i on  dé1 i c a t e  des surnageants. Les f r a c t i o n s  sont regroupées par  3. 

Les ARN sont  a l o r s  e x t r a i t s  par  2  volumes de ch loroforme n-butanol  

( 4 : l ) .  La phase organique e s t  r é e x t r a i t e  par  1 volume de TE, SDS 1%. Les 2  

phases aqueuses sont ensu i te  mélangées e t  r é p a r t i e s  en 2  volumes égaux. Les ARN 

sont  p r é c i p i t é s  par  0 , l  volume d ' acé ta te  de sodium 3M (pH 5,2) e t  2,2 volumes 

d'éthanol absolu, p u i s  conservés à -80°C. Les ARN son t  récupér6s après 

c e n t r i f u g a t i o n  à 10000tr/mn pendant 30mn (Rotor  JS13.1). 

Les p r é c i p i t é s  obtenus sont  ensu i te  lavés successivement par  5ml 

d 'é thanol ,  NaCl 0,2M (70:30) pu i s  t r o i s  f o i s  par  5ml d 'é thano l  95°C e t  e n f i n  

par  5ml d 'é thano l  absolu. Chacun des c u l o t s  e s t  séché sous courant  d 'azote pu i s  

r e s o l u b i l i s é  dans 500Ci1 d'eau s t é r i l e .  Un a l i q u o t  de 10Ci1 de chaque é c h a n t i l l o n  

e s t  pré levé e t  d i l u é  dans lm1 d'eau pour l a  q u a n t i f i c a t i o n .  

La pure té  de chaque é c h a n t i l l o n  e s t  appréciée pa r  deux c r i t è r e s  : 

- l e  rappo r t  D.O. à 260nm su r  D.0 à 230nm ( l a  contaminat ion par  l e s  

so lvants) .  11 d o i t  ê t r e  supérieur à 2. 

- l e  r appo r t  D.O. à 260nm su r  D.O. à 280nm ( l a  contaminat ion pa r  Tes 

proté ines) .  11 d o i t  ê t r e  supér ieur  à 1,75. 

Nous avons a i n s i  obtenu 270Cig d'ARN totaux à p a r t i r  du fragment de 

muqueuse t r achéa le  humaine. Les rappor ts  de D.O. obtenus é t a i e n t  compris, d'une 

par t ,  en t re  2,15 e t  2,38 e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  en t re  1,77 e t  1,85. 

C)  P u r i f i c a t i o n  des ARN po l y  A+ 

lOOmg de poudre d ' o l i g o  d(T) c e l l u l o s e  on t  é t é  r e p r i s  dans 2ml d 'eau 

s t é r i l e .  La colonne e s t  montée dans une seringue de 5ml e t  e l l e  e s t  

successivement lavee pa r  3 volumes d'eau, 3  volumes de soude 0,lN e t ,  à nouveau, 

3  volumes d 'eau en v é r i f i a n t  que l e  pH s o i t  i n f é r i e u r  à 8,O. La colonne e s t  

é q u i l i b r é e  p a r  5  volumes de tampon Tr is -Hc l  20mM pH 7,6, NaCl 0,5M, EDTA lmM, 

SDS O,l%. Après dénatu ra t ion  des ARN pa r  chauffage à 65°C pendant 5  minutes, 



ceux-ci son t  r e p r i s  pa r  un volume de tampon d ' équ i l i b rage  deux f o i s  concentré e t  

déposés su r  l a  colonne. L ' é l u a t  e s t  repassé sur  l a  colonne après un nouveau 

chauffage à 65°C. 

Les ARN po1.y A- sont é lués par  l e  tampon d ' é q u i l i b r a g e  e t  r e c u e i l l i s  

par  f r a c t i o n  de 2ml. Les ARN po1.y A+ sont  élués par l e  tampon T r i s  lOmM pH 7.6. 

EDTA 1mM e t  SDS 0,05%) e t  récupérés par  f r a c t i o n  de lm1 . Chacune des populat ions 

éluées e s t  l u e  à 260nm. Les ARNm sont  ensu i te  p r é c i p i t é s  pa r  0,l  volume 

d 'acé ta te  de sodium 0,3M pH 5,2 e t  2,2 volumes d 'é thanol  absolu e t  conservés à 

-80°C. Les c u l o t s  sont ensu i tes  lavés par  de l ' é t h a n o l  : NaCl 0,2M (70:30), pu i s  

de 1 'é thanol  95°C e t  e n f i n  de 1 'é thanol  absolu. I l s  sont séchés (azote),  r e p r i s  

dans de 1 'eau e t  conserves à -80°C. Nous avons a i n s i  obtenu 19Vg dlARN po l y  A+ 

qu i  représentent  6% des ARN totaux. 
Dans l e  bu t  d ' o b t e n i r  une banque dtADNc rep résen ta t i ve  des ARNm de l a  

muqueuse t rachéale,  il f a u t  posséder une popu la t ion  t r è s  l a r g e  dlARN non 

a l t é rés .  Toute contaminat ion e t  t o u t e  a l t é r a t i o n  des ARN p a r  l e s  r ibonucléases 

endogènes ou exogènes d o i t  ê t r e  é v i t é e  ( s t é r i  1 i t é  des tampons). 

ELECTROPHORESE D'ARN EN MILIEU DENATURANT 

L'ARN es t  dénaturé se lon  un p ro toco le  dé r i vé  de LEHRACH e t  co l1  (1977) 

(105) par chauffage à 68°C en m i l i e u  tampon dénaturant dont  l a  composit ion e s t  

l a  su ivante : 

- formamide désionisée sur  AG 501 X 8 500111 

- formaldéhyde désionisoe su r  AG 501 X 8 178Ci 1 

- MOPS 10 X 100111 

- eau s t é r i l e  DEPC QSP 1000111 

Des a l i q u o t s  équ iva len ts  à 25Vg e t  50Pg de chaque p répara t ion  d'ARN 

sont déposés su r  un ge l  d'agarose à 0,9% a i n s i  préparé : 

- agarose 1,29 

- MOPS 10X 151111 

- eau s t é r i l e  DEPC 109ml 

La m ig ra t i on  e s t  r é a l i s é e  une n u i t  à température ambiante, sous 

a g i t a t i o n  magnétique, à 30 V en tampon MOPS X préparé par  d i l u t i o n  d'une 

s o l u t i o n  mère de MOPS 10X : 

- MOPS (acide-3-(N-morpho1 i n o  propane su1 fonique) l o g  
- acé ta te  de sodium 3M 4,Zml 

- EDTA 0,5M 5~11 

- eau s t é r i l e  t r a i t é e  DEPC QSP 250ml 

après ajustement à pH 7,O par  l a  soude 3M 



Après lavage pa r  6  ba ins successifs de tampon SSC 10X pendant lOmn, 

sous a g i t a t i o n  douce, dest inés à é l i m i n e r  l e  formaldéh.yde, 1  ' i n t é g r i t é  de 1  'ARN 

e s t  con t ra l ée  par  v i s u a l i s a t i o n  sous lampe UV des bandes d'ARN r ibosomales 

c o l  orées par  1  e  bromure d ' é th i d i um (Be t )  ( s o l  u t i o n  aqueuse à 10Ug/ml) : 

ARNr  18 S  2,06Kb 

ARNr 28 S  5,30Kb 

"Northern b l o t "  e t  hyb r i da t i on  

La r é a l i s a t i o n  du "Northern b l o t "  comporte, ou t re  l ' é t a p e  de 

fract ionnement é lec t rophoré t ique  de 1'ARN t o t a l  en m i l i e u  dénaturant  

précédemment d é c r i t ,  une étape de t r a n s f e r t  e t  de f i x a t i o n  su r  membrane de 

n i t r o c e l l u l o s e .  

La masse mo lécu la i re  de chacun des ARN u l té r ieurement  révé lés  pa r  l a  

sonde sera estimée grâce à une courbe de c a l i b r a t i o n  ( l i n é a i r e  sur  p a p i e r  

semi- logar i  thmique) é tab l  i e  pa r  mesure des d i  stances de m i g r a t i o n  de chacune des 

bandes colorées au bromure d 'é th id ium d 'un  standard de masse mo lécu la i re  (BRL 9 

bandes s 'échelonnant de 0,24 Zi 9,5Kb). 

Le t r a n s f e r t  des bandes i so lées  su r  l e  ge l  d'agarose e s t  r é a l i s é  

classiquement (MANIATIS e t  c o l l ,  1982) (115) par  mouvement de c a p i l l a r i t é  d ' u n  

tampon SSC 20X ( c i t r a t e  t r i s o d i q u e  *H20 : 4419, NaCl : 876,5g, a j u s t é  a pH 7,0, 

H20 QSP 5 l i t r e s )  au t r ave rs  d 'une membrane de type Hxbond C Ex t ra  (Amersham) 

cons t i t uée  d'une mat r i ce  de n,ylon revêtue de n i  t r o c e l  lu lose .  La f i x a t i o n  

covalente de 1'ARN sur  l e  support  e s t  assurée par  cu isson de l a  membrane à 80°C 

pendant 2 heures sous v i d e  p a r t i e l .  

TRADUCTION " I N  VITRO" DES ARN SUR RETICULOCYTES DE LAPIN 

Le système de t r a d u c t i o n  hormis l e  l y s a t  de ré t icu loc.y tes,  e s t  préparé 

extemporanément en associant 1  'ac ide  aminé marqué ( i c i  l a  leuc ine) ,  l e  cock ta i  1 

d 'ac ides  aminés (sans leuc ine)  e t  l e s  se l s  de sodium e t  de potassium. 

Remarques : 
3 - l a  [ H] l euc ine  d o i t  ê t r e  neu t ra l i sée  extemporanément 

- l e  l .ysat de ré t i cu loc .y tes  e s t  a l i q u o t é  e t  congel6 à -70°C 

- l e s  se l s  de sodium e t  de potassium on t  des m o l a r i t é s  opt imales d ' a c t i o n  

- l e  l y s a t  de ré t icu loc.y tes,  1  'ARN témoin ou à t r a d u i r e  sont  a j ou tés  

extemporanément. 



- l e  mélange e s t  a g i t é  au vortex,  incubé lh30  à température de l a b o r a t o i r e  

e t  cen t r i fugé .  

Un a l i q u o t  des p rodu i t s  de t r a d u c t i o n  e s t  p r 6 c i p i t é  par  l e  mélange 

ac ide t r i c h l o r o a c é t i q u e  à 25% e t  acide phosphotungstique à 2,5%. 11 e s t  a g i t é  au 

vor tex,  f i l t r é  (Whatman GFIC). 11 e s t  r i n c é  p l us i eu rs  f o i s  à 1 'ATCA 10% e t  ii 

1 'ac ide phosphotungstique 1%. L 'é tape u l t i m e  de r inçage  e s t  r é a l  i sée  en a l c o o l  

absolu. Les f i l t r e s  sont  séchés à 80°C (étuve)  e t  comptés. 

Les p rodu i t s  de t r aduc t i on  sont  déposés en é lect rophorèse en g r a d i e n t  

de pol.yacr.ylamide (5  à 30%) en présence de SDS (LAEMMLI, 1970) (96). Après 

mig ra t ion ,  l e  gel  e s t  photographié (témoins de masse mo lécu la i re  f l uo rescen ts )  

e t  mis 30 minutes dans l e  mélange ATCA 25%, ac ide phosphotungstique 2,5%, sous 

a g i t a t i o n .  11 e s t  décoloré,  mis en con tac t  avec de 1 ' amp l i f i ca teu r  pour 

accé lé re r  1 e processus de r é v é l a t i o n  autoradiographique du ge l  préa l  ablement 

séché sous v ide  à 80°C. 

SYNTHESE DES ADNc 

Le mélange des ARNm a é t é  r é p a r t i  de façon à a v o i r  env i ron  3Pg d'ARNm 

pa r  tube. La m o i t i é  des tubes a se rv i  à l a  synthèse des ADNc marqués s u r  l e  

premier b r i n ,  1 ' a u t r e  m o i t i é  a permis l a  synthèse des ADNc marqués s u r  l e  

deuxième b r i n .  

a)  S.ynthèse du premier  b r i n  

La technique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d é c r i t e  p a r  Amersham. Les r é a c t i f s  

enzymatiques sont maintenus à -20°C jusqu 'à  l ' emp lo i ,  tand is  que l e s  r é a c t i f s  

non enzymatiques peuvent ê t r e  l a i ssés  à température ambiante. Les ARNm son t  

décongelés extemporanément e t  dénaturés par  chauffage à 68°C pendant 5 minutes. 

La synthèse du premier b r i n  d'ADNc e s t  r é a l i s é e  en a j ou tan t  l e s  d i f f é r e n t s  
3 2 

r é a c t i f s  (tampon, nuc léo t ides  f ro ids ,  amorce, dCTP [a  P l  pour l e s  tubes l e r  

b r i n )  pu is  l e s  ARNm e t  1 'enz,vme. L ' i ncuba t i on  a l i e u  à 42°C pendant 1 heure. 

b)  Synthèse du deuxième b r i n  
32 Au mélange h,ybride ADNcIARNm, de l a  dCTP [a  P] e s t  a jou tée  ( tubes 2è 

b r i n )  pu i s  l e s  d i f f é r e n t s  enzymes. Les tubes sont  incubés à 12°C pu i s  à 2Z°C 



pendant une heure à chaque température. Les enz.vmes sont ensu i te  d é t r u i t s  pa r  

chauffage à 70°C pendant 10 minutes. L'ADN po1,ymérase T4 e s t  e n f i n  a jou tée  e t  

incubée à 37°C pendant 10 minutes. La r é a c t i o n  e s t  a l o r s  stoppée p a r  a d d i t i o n  

dfEDTA 0,25M pH 8,O e t  SDS 10%. 

c )  Calcul  du pourcentage d '  i nco rpo ra t i on  

Le rendement d '  i nco rpo ra t i on  c o n s t i t u e  un c r i t è r e  q u a n t i t a t i f  des ADNc 

préparés. Un a l i q u o t  de 1Ci1 e s t  p ré levé  dans chaque tube pu i s  déposé su r  des 

f i l t r e s  de pap ie r  Whatman DE 81. La r a d i o a c t i v i t é  des f i l t r e s  e s t  comptée p a r  
3  2  e f f e t  CERENKOV. E l l e  représente l a  somme de dCTP [a-P] l i b r e  en exces et l e  

3  2  dCTP [a -P ]  incorporé. Les f i l t r e s  subissent  ensu i te  des sé r i es  de lavages en 
32 tampon phosphate d isodique 0,5M ; eau ; éthanol  95°C. La dCTP [a - P l  l i b r e  e s t  

a i n s i  é l iminée. Les f i l t r e s  lavés sont a l o r s  compt6s e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  obtenue 

pa r  rappor t  à c e l l e  q u a n t i f i é e  précédemment nous renseigne su r  l a  q u a n t i t é  de 

dCTP [a3$] incorporée sous forme dd'DNc. Pour l a  quan t i f i ca t i on ,  nous nous 

basons sur 1  e  pourcentage d '  i nco rpo ra t i on  du nuc léo t ide  r a d i o a c t i f  ( qu i  e s t  

c a l c u l é  à p a r t i r  de l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  su r  f i l t r e  lavé).  Les concent ra t ions  

de chacun des nuc léo t ides  dans l e  m i l i e u  réac t i onne l  sont connues (IOnmoles) e t  

nous considérons que 1  e  pourcentage d  ' i nco rpo ra t i on  pour chacun des nuc léo t ides  

e s t  iden t ique  (X% de lOnm = X/lOnm). Le taux g loba l  de nuc léo t ides  incorporés 

e s t  4X/lOnm. S i  nous considérons que l e  po ids mo lécu la i re  d'une mole de dNMP e s t  

3509, on peut  é t a b l i r  l a  formule donnant l a  q u a n t i t é  Z dlADNc doub le -b r in  

comme : Zng = % d '  i nco rpo ra t i on  X 140 X 2. 

Nous avons a i n s i  obtenu : 

% d ' i n c o r p o r a t i o n  Z en ng 

* ADNc marqués su r  l e  l e r  b r i n  : tube 1 1,57 440 

tube 2  3,65 1022 

tube 3  1,12 3  14 

* ADNc marqués su r  l e  26 b r i n  : tube 1 1,61 

tube 2  1,42 

tube 3 1,91 

S o i t  un t o t a l  de 3160ng 

Après p u r i f i c a t i o n ,  l e s  ADNc son t  de nouveau comptés pa r  e f f e t  

CERENKOV. Nous avons obtenu : 



ADNc marqués su r  l e  l e r  b r i n  tube 1 166ng 

tube 2 200ng 

ADNc marqués su r  l e  2è b r i n  tube 1 184ng 

tube 2 128ng 

S o i t  au t o t a l  : 678ng 

Nous observons une d i f f é r e n c e  importante des deux taux dlADNc 

q u a n t i f i é s  après synthèse e t  lavage - e t  après p u r i f i c a t i o n .  L 'é tape de 

p u r i f i c a t i o n  en t ra rne  des per tes c a r  e l l e  impl ique l a  mu1 t i p l  i c a t i o n  d'étapes 

d ' ex t rac t i on ,  de p u r i f i c a t i o n  e t  de m u l t i p l e s  pipettages. 

Ce t te  p u r i f i c a t i o n ,  d é c r i t e  pa r  Amersham, f a i t  i n t e r v e n i r  des 

ex t rac t i ons  au phénol -ch1 oroforme, à 1 ' é t h e r  éth.vl ique, des lavages à 1 'acé ta te  

d'ammonium 4M e t  à l ' é t h a n o l ,  des étapes de cen t r i f uga t i on .  Les c u l o t s  secs sont  

remis en suspension dans du tampon "TE" e t  conservés à -20°C. 

ELECTROPHORESE DES ADNc EN MILIEU DENATURANT 

- La cuve à é lect rophorèse e s t  d 'abord lavée à l a  soude 0,lM pu i s  r i ncée  à 

1 'eau s t é r i l e .  

- Le tampon d1élect rophor6se e s t  c o n s t i t u é  de : 

NaOH 300mM 150ml 

EDTA 20mM 150ml 

eau QSP 1,51 

- Un gel  d 'agarose à 1,4% contenant de 1 'EDTA 20mM ( l / l o e v )  e t  de l a  soude 

300mM ( l / l o e v )  e s t  coulé. 

- Un a l i q u o t  de 1 ' é c h a n t i l l o n  correspondant à une r a d i o a c t i v i t é  de 4000 à 

7000 cpm e s t  r e p r i s  en tampon NaOH 50mM, EDTA 1mM e t  dépos6 en même temps qu'un 

marqueur de t a i  11 e mol écu l  a i r e .  

- La m i g r a t i o n  a l i e u  une n u i t  à 15V 

- Le ge l  e s t  ensu i te  f i x é  2 f o i s  15mn en ac ide t r i c h l o r o a c é t i q u e  à 7%. Il 

e s t  séché e t  mis en autorad iographie à -80°C. 

- Après révé la t i on ,  ce ge l  e s t  c o l o r é  dans 200ml d'eau, 5ml de Tr is-Hcl  2M 

pH 7,O e t  100Ci1 de bromure d 'é th id ium,  pour met t re  en évidence l e s  témoins de 

masse mol écu l  a i r e .  



PREPARATION DES BANQUES D'ADNc EN BACTERIOPHAGES 

Les cond i t ions  de p répara t ion  des banques sont  c e l l e s  préconisées pa r  

MANIATIS e t  co l1  (1982) (115) e t  modif iées par  Amersham. Le condit ionnement du 

k i t  de clonage e s t  t e l  que l a  r éac t i on  se f a i t  dans un seul tube. 

Les d i f f é r e n t s  r é a c t i f s  sont successivement a jou tés  : 

- l a  méth.ylation a l i e u  à 37°C pendant 1 heure 

- l a  1 i g a t i o n  e s t  r é a l i s é e  à 15OC pendant 20 heures (ADN 1 igase T4) 

- l a  d i ges t i on  Eco R I  a l i e u  à 37°C pendant 5 heures 

- l e s  enzymes sont  i n a c t i v é s  à 70°C pendant 10 minutes 

- l a  r a d i o a c t i v i t é  permet de su i v re  l e s  ADNc pourvus d'adaptateurs à bouts 

cohés i f s 

- 1 'excès d 'adaptateurs  e s t  é l im iné  sur  des colonnes équ i l i b rées  en  tampon 

"STE" pH 7,5, l ' é l u t i o n  se f a i t  en tampon "STEM e t  l ' é l u a t  e s t  c o l l e c t é  en 

tubes. Chacun des tubes e s t  compté en r a d i o a c t i v i t é .  Les f r a c t i o n s  majeures sont  

p réc ip i t ées  par  l / l o e v  d ' acé ta te  de sodium 3M pH 5,2 e t  2,5v d 'é thanol .  E l l e s  

sont  cen t r i fugées  e t  l e s  c u l o t s  contenant l e s  ADNc sont  redissous en tampon 

"STE". 

- Lors de l a  l i g a t i o n  50, 75 e t  lOOng - ou 60 e t  120ng d'ADNc o n t  é t é  

u t i l i s é s  pour l e  phage AgtlO - ou A g t l l .  La l i g a t i o n  e s t  r é a l i s é e  à 15OC, 20 

heures. 

- Le contenu des tubes e s t  p r é c i p i t é  (acé ta te  de sodium e t  é thano l )  e t  

r e p r i s  en tampon TE. 

- Les vecteurs son t  encapsidés par  a d d i t i o n  d'une s o l u t i o n  d ' e x t r a i t s  

proté iques d'envel  oppe de bactériophages ( p ro - tê tes )  . 
- La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  en tampon "TMG" e t  chloroforme. 

- La r a d i o a c t i v i t é  a é t é  déterminee par  e f f e t  CERENKOV. Des comptages sont  

r é a l  i sés  au cours des d i f f é r e n t e s  étapes (avant  méthy la t ion,  apr8s é l  i m i n a t i o n  

de 1 'excès d 'adaptateurs  mais avant p r é c i  p i  t a t i o n  éthanol  ique, après 

p r é c i p i t a t i o n  éthanol ique, après l i g a t i o n  mais avant  p r é c i p i t a t i o n ,  après 

l i g a t i o n  e t  après p r é c i p i t a t i o n .  Ces comptages permet tent  de s u i v r e  l e  bon 

déroulement de l a  r é a l i s a t i o n  de l a  banque. 

ETALEMENT SUR MILIEU DE CULTURE SOLIDE 

- Les souches bactér iennes hôtes d'E. C o l i  L87 e t  NM514 sont  mises à 

c r o î t r e  en m i l i e u  LB maltose 0,4% ; l a  souche Y1088 c r o î t  en LB + a m p i c i l l i n e  

(50Vg/ml) + maltose 0,4%. 



A p r h  cro issance des bac té r i es  e t  d i l u t i o n  des m i l i e u x  réac t i onne l s  

d 'encapsi  t a t i o n  (bactér iophages) en tampon TMG, l e  contact  e s t  r é a l  i sé pendant 

15 minutes à 37OC. I l s  sont  ensu i te  r e p r i s  en agarose l i q u i d e  e t  coulés su r  

m i  1 i eu so l  i d e  LB-Agar . 
La composit ion e t  l a  r e c o n s t i t u t i o n  des d i f f é r e n t s  m i l i e u x  (LB, 

LB-Agar, Top-Agarose) e t  tampons (STE, TMG) e s t  d é c r i t e  par  MANIATIS e t  c o l 1  

(1982) (115) 

LB l i q u i d e  : 

Bacto t r yp tone  DIFCO 109 

E x t r a i t  de l e v u r e  5 9 

Chlorure de sodium 59 

eau s t é r i l e  QSP 11 

a j u s t é  à pH v o i s i n  de 7 (soude) 

LB Agar : 

LB l i q u i d e  s t é r i l i s é  auquel a é t é  r a j o u t é  du Bacto Agar DIFCO à r a i s o n  de 

15g/1. 

Tampon STE ( Sodi um-Tri s-EDTA) 

NaCl 100mM, T r i s /Hc l  lOmM pH 7,5, EDTA 1mM. Le t o u t  e s t  a j u s t é  à pH 7,5 

(HC1) e t  autoclavé. 

Tampon TMG (Tampon-Magnési um-Gél a t i ne) 

NaCl 5,8g, MgS04 1M pH 7,5 sous 1 volume de 5ml ; de l a  g é l a t i n e  à 2% : 

5m1, eau QSP 1 1 i t r e  e t  autoclavage. 

Dans l e  cas du bactériophage h g t l l  de 1'IPTG 1mM e t  du X-Ga1 0,02% 

sont a joutés dans l e  TOP-Agarose. 

IPTG ( 1  sopropyl-0-D-thiogal actopyrannoside) - 
lOOmM (23,8rng/ml dans 1 'eau) p répara t ion  extemporanée 

X-Ga1 (5-bromo-4-ch1 oro-3-indo1,yl -p-gal actos ide)  à 2% dans 1 e diméth,yl 

formami de, p répara t ion  extemporanée. 

CRIBLAGE DE LA BANQUE D '  ADNc DE MUQUEUDE TRACHEALE DE PORC A L'AIDE DE LA SONDE 

NUCLEOTIDIQUE 

- La souche bactér ienne (NM514) e s t  c u l t i v é e  à 37°C 4 heures e t  l e s  

bac té r ies  sont préparées en MgS04 10mM. 

- Bac té r ies  e t  bactériophages sont  mis en contact  15 minutes à 37"C, l e  

mélange e s t  é t a l é  su r  bo7te. Apr&s incuba t ion  une n u i t  à 37OC, l e s  

bactériophages sont  t rans fé rés  su r  des n i t r o c e l l u l o s e s  rephées .  Les 



n i t r o c e l l u l o s e s  sont  mises en dénatu ra t ion  pu i s  en tampon de n e u t r a l i s a t i o n .  

E l l e  subissent  une cu isson à 80°C pendant 2  heures pour permet t re  l a  f i x a t i o n  de 

l'ADN. Les n i t r o c e l l u l o s e s  sont  mises en "préh.ybr idat ionU à 42°C pendant 24 

heures. Le tampon c o n t i e n t  du SSC 6X, de l'ADN de sperme de saumon, du 

"DENHARDT 5 ou 10X". 11 .y a  absence ou présence de 0,2% de SDS. L ' o l i g o -  

nuc léo t ide  marqué e s t  a j o u t é  à r a i son  de 40MCi. L ' h y b r i d a t i o n  a l i e u  une n u i t  de 

37°C à 55°C. Les lavages sont r é a l i s é s  à 40°C, 45"C, 50°C, 55"C, 60°C, 70°C en 

présence ou en l 'absence de SDS 0,1% en tampon SSC 6X, pu is  4X p u i s  2X, lx, 0,lX 

e t  ce la  pendant 10 minutes. Ces lavages son t  f a i t s  manuellement e t  sous l egè re  

ag i t a t i on .  

CRIBLAGE DE BANQUES A L'AIDE DE SONDES IMMUNOLOGIQUES 

- Les b o î t e s  où bac té r i es  (Y1088 e t  Y1090) e t  bactériophages on t  é t é  mis en 

contact  sont  incubées 3 heures à 42°C. 

- Des n i t r o c e l l u l o s e s  saturées pa r  1'IPTG vont  s e r v i r  de support  de 

t r a n s f e r t  des p ro té ines  synthét isées l a  n u i t  à 37°C par  l a  souche bactér ienne 

l o r s  de l ' i n f e c t i o n  pa r  l e  bactér iophage A g t l l  (YOUNG e t  DAVIS, 1983a, b) 

(201,202). 

- Ces n i t r o c e l l u l o s e s  subissent ensu i t e  un lavage en tampon TBS ( T r i s  50mM, 

pH 8, NaCl 0,15M), SVF 20% pendant 30 minutes. 

- E l l e s  sont  mises en con tac t  avec l e s  an t i co rps  p r ima i res  (4  heures) pu i s  

secondaires ( 1  heure) d i l u é s  en tampon TBS, SVF 20%. Ces an t i co rps  secondaires 

sont des an t i co rps  de chèvre an t i - an t i co rps  de l ap in ,  i l s  son t  marqués à l a  

peroxydase. En t re  chaque contact,  ces n i  t r o c e l  1  u l  oses subissent  3  lavages de 7 

minutes en tampon TBS, TBS NP40 0,1%, TBS. 

- La r é a c t i o n  co lo rée  (ch lo ronaphto l  e t  eau oxygénée) obtenue e s t  

b l  eu-v io l  acée, e l  1  e  e s t  stoppée par  immersion des n i  t r o c e l  1  u l  oses dans 1 'eau. 

- Les popu la t ions  (c lones)  p o s i t i v e s  apparaissent sous forme d'anneaux où 

l a  c o l o r a t i o n  e s t  p l us  in tense  à l a  pér iphér ie .  E l l e s  o b j e c t i v e n t  ind i rectement  

une réac t i on  e n t r e  l ' a n t i c o r p s  p r ima i re  e t  l a  p ro té i ne  ant igène syn thé t i sée  pa r  

l a  souche Y1090 sous l e  con t ra l e  du bactér iophage h g t l l  dans l eque l  e s t  i nsé ré  

un fragment suscep t ib le  de coder pour l a  synthèse d 'un  pept ide de "t.ype mucine". 

- Grate aux repères por tés sur  l e s  n i  t r o c e l  lu loses,  l e s  c lones réag issan t  

pos i t ivement  sont  repiqués (cure-dents) au niveau des b o î t e s  e t  conservés 

(tampon TMG + chloroforme).  Une a m p l i f i c a t i o n  de l a  réponse e s t  ten tée  e t  

obtenue l o r s  d 'un nouveau t o u r  de c r i b l age .  



PURIFICATION, A PARTIR DE L'IMMUNSERUM POLYCLONAL ANTI-MUCINE TRACHEALE HUMAINE 

DEGLYCOSYLEE, DES ANTICORPS SPECIFIQUES DE CHAQUE CLONE 

La technique se confond, en un premier temps, avec un c r i b l a g e  

immunologique en vecteur X g t l l ,  mais e l  l e  en d i f f è r e  après 1 ' incuba t ion  avec 

1 ' immunsérum d i l ué .  Les ronde1 1 es de n i  t r o c e l  l u l o s e  sont  t r a i t é e s  comme s u i t  : 

- lavage 7 minutes en tampon TBS 

- lavage 7 minutes en tampon TBS + NP40 à 0,1% 

- lavage 7 minutes en tampon TBS 

Les ronde l l es  sont a l o r s  mises en présence d ' un  tampon d ' é l u t i o n  

(T r i s -Hc l  lOmM pH 7,6 MgCl* 4M, sérum albumine bovine 1%) comme d é c r i t  pa r  

TIMPTE e t  c o l 1  (1988) (186). Après r incage  des ronde l les  pour ce même tampon, l e  

p r o d u i t  de décrochage e s t  d i a l y s é  con t re  du Tr i s -Hc l  lOmM pH8, NaCl 0,15M, EDTA 

ImM, T r i t o n  X l O O  0,1%. Les an t i co rps  récupérés sont  t e s t é s  su r  coupes 

h i s to l og iques  de muqueuses t rachéales e t  de muqueuse co l i que  humaine. 

CARACTERISATION DES CLONES SELECTIONNES (ampl i f i c a t i o n  en mi 1  i e u  1 i qu ide )  

- La souche bactér ienne Y1088 e s t  préparée l a  v e i l l e  du con tac t  par  deux 

étapes de croissance en m i l i e u  LB + A m p i c i l l i n e  50lJg/ml. 

- Une f r a c t i o n  de l a  souche bactér ienne e s t  mise en con tac t  avec l e s  

bactériophages contenant chacun des fragments. 

- Ces populat ions de phages on t  é t é  prélevées d i rectement  au niveau du 

m i l i e u  so l  ide. 

- Le con tac t  bactér ies-bactér iophages a 1  i e u  à 37°C pendant 15mn. 

- L'ensemble e s t  a l o r s  d i l u é  de m o i t i é  à l ' a i d e  de LB + magnésium à 37°C. 

- La l y s e  e s t  r é a l i s é e  en 4 heures à 37°C. 

- Le m i l i e u  e s t  c e n t r i f u g é  10 minutes à 7000tr/mn e t  un a l i q u o t  du 

surnageant (3ml) e s t  mis en con tac t  avec de l a  désox.yribonucléase 1 e t  de l a  

r ibonucléase. Le con tac t  e s t  r é a l i s é  30 minutes à 37°C. 

- Du tampon T r i s  1M pH 8,O pu i s  de 1'EDTA 500mM sont a joutés.  

- La dégradat ion des p ro té ines  e s t  obtenue à 1  ' a i de  de l a  p ro té inase  K à 

37OC. 

- Le sarcos.yl à 5% e s t  a j o u t é  pour o b t e n i r  une concent ra t ion  f i n a l e  de 0,5% 

( d e s t r u c t i o n  des membranes). 

- L'ensemble e s t  mis 30 minutes à 37°C. 

- Proté ines e t  enzymes sont é l im inés  par une e x t r a c t i o n  phénol ique pu i s  

deux p u r i f i c a t i o n s  au ch loroforme/a lcool  isoamylique. 



- Chacune des phases sup6rieures e s t  p r k i p i t é e  par  de l ' a c é t a t e  de sodium 

e t  de l ' a l c o o l  é t h y l i q u e  à -80°C. E l l e s  sont a l o r s  cent r i fugées à 10000tr/mn 

pendant 30 minutes. 

- Les d i f f é r e n t s  c u l o t s  de p r é c i p i t a t i o n  sont  séchés, r e p r i s  e t  d i a l ysés  en 

tampon "TE''. 

- La d iges t i on  Eco R I  e s t  r é a l i s é e  à 37°C pendant 1 heure en tampon de 

f o r t e  sa1 i n i  té .  

Un ge l  d'agarose à 1.5% en tampon bora te  e s t  u t i l i s é  pour l ' é t u d e  des 

fragments l i bé rés .  La na tu re  du ge l  e t  c e l l e  du tampon bora te  e s t  c e l l e  proposée 

pa r  MANIATIS e t  co l1  (1982) ( 1  15) 

Gel d'agarose à 1,5% (60ml) : Agarose 900mg, tampon bora te  5X 121111, 

bromure d ' é th i d i um 6M1, eau 48ml. 

Tampon borate 5X : Acide bor ique 22,5g, T r i s  549, EDTA 4,659 pH 8,3. 

Tampon de cuve : tampon borate 5X 20m1, eau d i s t i l l é e  80ml. 

Le res te  des p répara t ions  des bactériophages après p u r i f i c a t i o n  e s t  

d i gé ré  par  l 'enzyme Eco R I ,  après m ig ra t i on  é lec t rophoré t ique ,  l e s  fragments 

sont  récupérés au n iveau  de 1 'agarose ( s c a l p e l ) .  I l s  subissent  une é l e c t r o  

é l u t i o n  (BIOTRAP, Sch le icher  e t  Schuel l ) ,  i l s  son t  a l o r s  dosés au spect ro-  

photomètre e t  a l  iquotés. 

CLONAGE DES FRAGMENTS ETUDIES EN BACTERIOPHAGE Ml3 

- Le bactériophage Ml3 (6,2Kb) e s t  ouver t  p a r  llenz.yme Eco R I  après 

d i ges t i on  1 heure à 37°C. Après i n a c t i v a t i o n  de 1 'enz.yme (10mn à 100°C) 

l a  coupure Eco R I  e s t  con t ra l ée  électrophorét iquement par  r appo r t  au témoin Ml3 

e n t i e r .  

- Le r e s t e  de Ml3 "ouver t "  e s t  p u r i f i é  (chloroforme) e t  p r é c i p i t é  pa r  l e  

mélange acé ta te  de sodium:éthanol. 

- Les fragments é tud iés  sont  insérés dans l e  bactér iophage se lon  l e s  

rappor ts  fragments-bactériophages de 1 pour 4  e t  1 pour 10, i l s  sont incubés 1 

n u i t  à 12°C en présence de l'ADN l igase .  

- La t rans fo rmat ion  e s t  r é a l i s é e  en met tant  en con tac t  l e  p r o d u i t  de 

l i g a t i o n  avec des bac té r i es  compétentes (TGI) 40 minutes dans l a  glace p u i s  1 

minute 30 à 42°C. 

- Après croissance à 37°C 2 à 3 heures, l 'ensemble e s t  r e p r i s  en Top-Agar 

2xT.y (Top Agar + 1,6% de bac to t r .~p tone ,  1% d ' e x t r a i t  de levure, 0,5% de NaCl, 

a i n s i  que du X-Ga1 e t  de 1 'IPTG) pu i s  déposé sur  m i l  i e u  so l ide .  



- Le lendemain, un c e r t a i n  nombre de c lones recombinants (6  à 12) 

correspondant à chaque p répara t ion  sont sé lect ionnés (sonde spéc i f ique)  e t  

amp l i f i és .  

- La souche bactér ienne TG1 e s t  mise en c u l t u r e  une n u i t  à 37OC e t  une 

s é r i e  de d i l u t i o n s  de c e t t e  b a c t é r i e  e s t  mise en con tac t  avec un c e r t a i n  nombre 

de bactériophages repiqués au cure-dents su r  l e  m i l i e u  so l  ide. 

- Le con tac t  bactér ies-bactér iophages a l i e u  5 à 7 heures à 37OC e t  sous 

a g i t a t i o n  douce. 

- Le mélange e s t  c e n t r i f u g é  10 minutes à 4200trlmn. 

- Chacun des surnageants e s t  mélangé à du NaCl 2,5M e t  du PEG à 20%. 11 e s t  

mélangé par  retournements e t  1 a i  ssé 30 mi nutes à température du 1 abora to i  re .  

- 11 s u b i t  une c e n t r i f u g a t i o n  de quelques secondes à 12000trlmn 3 l ' i s s u e  

de l a q u e l l e  l e  surnageant e s t  é l im iné  (trompe à v ide) .  

- Une a l ternance de cen t r i f uga t i ons  de quelques secondes e t  d ' a s p i r a t i o n s  

permet d ' é l i m i n e r  l e  surnageant. 

- L ' u l t i m e  étape pour  en lever  t ou te  t r a c e  l i q u i d e  e s t  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un  

tube c a p i l l a i r e .  

- Chaque c u l o t  e s t  dissous en tampon TE. Du phénol e s t  a j o u t é  

- Le mélange e s t  l a i s s é  15 minutes a température du l abo ra to i r e .  

- Une p a r t i e  de l a  phase supérieure phénol ique e s t  a jou tée  à des tubes 

contenant de l ' a c é t a t e  de sodium e t  de l l & t h a n o l  absolu. 

- L'ensemble e s t  c e n t r i f u g é  30 minutes à 12000tr/mn. 

- Le surnageant e s t  é l im ine .  

TRANSFORMATION DES INSERTS PLASMIDIQUES EN SONDES RADIOACTIVES 

Les fragments son t  transformés en sondes se lon l a  technique de l a  

"n ick  t r a n s l a t i o n "  d é c r i t e  par  DAVIS e t  co l1  (1986) (29). Cet te  technique permet 

d ' i n t é g r e r  un nuc léo t i de  t r i -phosphate r a d i o a c t i f  au niveau de 1 'ADN non marqué. 

La r é a c t i o n  proprement d i t e  dépend de l a  f a c u l t é  de l'ADN po1,ymérase 1 à i n i t i e r  

l a  s.ynthèse de l ' A D N  à p a r t i r  d 'ex t rémi tés  3'OH l i b r e s  générées l o r s  de l a  

format ion de t r ous  ou "n icks"  au niveau de 1 'ADN. Ces t r ous  sont créés au hasard 

par  une d iges t i on  l i m i t é e  de l'ADN à marquer à l ' a i d e  de l a  désox.~r ibonucléase 

1. La po1,mérase syn thé t i se  a l o r s  un nouvel ADN dans l e  sens 5 '  ve rs  3 '  en 

u t i  1 i sant un nuc léo t ide  tri phosphate marqué. Les fragments (300ng dans 3U1) 

sont mis en con tac t  avec de l ' e a u  ( 8 ~ 1 ) ~  des désox.ynucléotides f r o i d s  (1156 du 
32 volume f i n a l )  e t  d 'un dNTP [cc-  P l .  L1enz.yme e s t  a j o u t é  (1/10è du volume f i n a l )  

e t  l a  r éac t i on  e s t  r é a l  i sée  à 14OC pendant 2 heures. 



PURI FICATION DES SONDES 

- E l l e  e s t  r é a l i s é e  par  chromatographie en Sgphadex 650. 

- La phase (650) p u i s  l e  tampon d ' é l u t i o n  contenant de 1 'EDTA, du T r i s ,  du 

SDS e t  du NaCl, sont  ajoutés. 

- La sonde e s t  co lo rée  au rouge de phénol e t  déposée. La sépara t ion  de l a  

sonde e t  des dNTPs l i b r e s  e s t  s u i v i e  au compteur Geiger. La sonde e s t  

progressivement é luée du ge l  a l o r s  que l e s  dNTPs r e s t e n t  dans l a  p a r t i e  

supér ieure de l a  colonne. Les sondes sont  récupérées, dénaturées en présence de 

soude 300mM, 10 minutes à température du l abo ra to i r e .  Un volume d ' ac i de  

ch lorhydr ique 3M e s t  a j o u t é  de façon à o b t e n i r  une mo la r i  t é  f i n a l e  en soude de 

50mM. Un a l i q u o t  de l a  sonde e s t  compté en r a d i o a c t i v i t é  : 

tampon d ' é l u t i o n  des sondes : NaC1 3M 501111, EDTA 500mM 20m1, T r i s  M pH 

7,5 5011-11, SDS 10% 10m1, eau QSP 11. 

PREPARATION DES BACTERIES COMPETENTES EN VUE DE LA TRANSFORMATION (HANAHAN, 

1983) (57) 

- La souche bactér ienne HblOl e s t  re lancée en m i l i e u  n u t r i t i f  (SOB : 

bactot ryptone 1%, e x t r a i t  de l evu re  0,5%, NaCl IOmM, Kc l  lOmM, MgC12 lOmM e t  

MgS04 10mM). E l l e  e s t  ensu i te  mise 15 minutes dans l a  g lace e t  un a l i q u o t  e s t  

cen t r i fugé .  

- Le c u l o t  e s t  r e p r i s  t r è s  dé l icatement  par  du TMN 0,15 ( T r i s  lOmM pH 8,0, 

MgS04 10mM e t  NaCl 0,15M) e t  une s é r i e  de c e n t r i f u g a t i o n s  (2300tr/mn, 4OC, e t  

8 minutes) permet d ' é l i m i n e r  l e  m i l i e u  de c u l t u r e  bacter ien.  

- Le c u l o t  bac té r i en  e s t  mis en con tac t  avec du TFB (RbC1 100mM. MnC12 

45mM, CaC12 50mM e t  THC 3mM) + MES 1M a j o u t é  à pH 6,3, avec de l a  potasse 5M 

d i l u é e  au 1/100è). 

Au niveau membranaire de l a  bac té r ie ,  l e s  l i p i d e s  sont s o l u b i l i s é s  (DMSO) 

e t  des brèches sont  provoquées au niveau de l a  f r a c t i o n  p ro té i que  (DTT 2,25M + 
acétate de potassium 40mM pH 6) .  

Ces bac té r i es  sont a l o r s  compétentes. 

TRANSFORMATION DES BACTERIES COMPETENTES 

Les fragments p u r i f i é s  antér ieurement on t  é t é  l i g u é s  (ADN l i g a s e  T4) au 

plasmide pBR322 (4,362Kb) à r a i son  de 3 moles pour 1 mole de vec teur  e t  c e c i  à 

14°C pendant une n u i t .  



Le p r o d u i t  de l i g a t i o n  e s t  mis en con tac t  avec l e s  bac té r i es  compétentes 

pendant 30 minutes dans l a  g lace pu is  il s u b i t  un choc thermique à 42°C pendant 

1 minute 30 secondes t r è s  précises. 

Les bac té r i es  transformées c r o i s s e n t  ensui  t e  en m i l  i e u  1 i q u i d e  pendant 2 

heures à 37°C. E l l e s  sont  e n f i n  é ta lées su r  b o i t e s  en m i l i e u  LB-Agar-ampic i l l ine 

25iJg/m1 e t  l a  cro issance a 1 i e u  à 37°C l a  n u i t .  

AMPLI FICATION ET PURI FICATION DU PLASMI DE pBR322 

Après une phase d'ampl i f i c a t i o n  85mg de chloramphénicol son t  a j ou tés  e t  

cec i  pour une volumme de 500ml de c u l t u r e  bactér ienne. Le m i l i e u  e s t  incubé 12 

heures à 37°C sous a g i t a t i o n  f o r t e  (blocage de l a  synthèse des p ro té ines) .  Ce 

m i l i e u  bac té r i en  e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é  10 minutes à 6000tr/mn e t  à 4°C. Le c u l o t  

e s t  r e p r i s  pa r  lOml de tampon "GTE" (g lucose 50mM, t r i s  25mM pH 8, EDTA lOmM pH 

8,O). AprPs d i s s o l u t i o n  du cu lo t ,  2 m l  de 1 yzosme en s o l u t i o n  à lOmg/ml dans l e  

GTE sont a jou tés  e t  l a i s s é s  10 minutes dans l a  glace. 40ml de NaOH 0,2N, SDS 1% 

sont  a joutés e t  l e  m i l i e u  e s t  l a i s s é  dans l a  g lace  pu i s  20ml d ' acé ta te  de 

potassium sont  a joutés.  Après 15 minutes dans l a  glace l e  m i l i e u  e s t  cen t r i f ugé  

10 minutes à 10000trs/mn (521 Beckman). Le surnageant e s t  f i l t r é  su r  grosse 

ser ingue e t  l a i n e  de verre.  On l u i  a j o u t e  50 m l  d ' isopropanol .  Apres une 

c e n t r i f u g a t i o n  de 10 minutes à 5000trs/mn, l e  c u l o t  e s t  r e p r i s  pa r  7ml de tampon 

TE. Le m i l i e u  e s t  n e u t r a l i s é  par  300iJ1 de TrisZM, 100iJ1 de BEt e t  l o g  de 

ch lo ru re  de césium sont  a joutés.  Ce mélange s u b i t  une u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 

63000trs/mn pendant 4 heures à 16°C. 

La bande d'ADN plasmidique v i s i b l e  e s t  récupér6e à l a  ser ingue e t  l e  BEt 

e s t  é l im iné  dans un volume d ' isopropanol  a l o r s  que l a  phase i n f é r i e u r e  e s t  

d ia lysée  24 heures con t re  du tampon TE. 

L1adial ,ysable e s t  incubé 30 minutes à 37°C en présence de r ibonucléase A 

(O,lmg/ml) q u i  sera ensu i te  é l im inée  pa r  

- 1 volume de phénol ( c e n t r i f u g a t i o n  5 minutes à 2000tr/mn) 

- 1 volume de phénol/chl  oroforme ( v / v )  e t  une c e n t r i f u g a t i o n  i den t i que  

- 1 volume de chloroforme e t  une nouve l l e  cen t r i f uga t i on .  

On t rouve  a lo r s ,  dans l e  surnageant 1 'ADN plasmidique q u i  sera p r é c i p i t é  

par  1/10è de volume d 'acé ta te  de sodium 2M pH5,5 e t  2 volumes d 'é thano l  à -20°C. 

La c e n t r i f u g a t i o n  q u i  s u i t  e s t  r é a l i s é e  à 11000trs/mn pendant 30 minutes. 

Le c u l o t  r e p r i s  en tampon TE v o i t  sa q u a l i t é  e t  sa q u a n t i t é  con t ro lées  

spectrophotométriquement par  l e c t u r e  de 220 à 300nm. 

L ' e x t r a c t i o n  du fragment à p a r t i r  du plasmide e s t  en tous p o i n t s  semblable 

à une e x t r a c t i o n  d ' u n  fragment d ' o r i g i n e  phagique. Le marquage du fragment a é t é  

d é c r i t  antér ieurement.  
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La détermination de la structure peptidique des mucines 

représenté une ,difficulté technologique majeure malgré là miniat 

1' automatisation de la dégradation de E,dman . Le caractère hautem 

dè ces O-glycoprotéines, leur richesse en thréonine en sérine en Prol i  

les causes essentielles de ces difficultés . Une déglycos ylation préalable 

été envisagée. Nous en avons optimisé les conditions (TFMS) . La dé 

Edman a été peu efficace et  rejetée au pro f i t  de la biologie moléculaire. L 

travai l  préliminaire - à  savoir purification de fragments de mucines e t  leu 

églycosylation a alors été fort  ut i le .autorisant la préparation d'un immunsérum 

reconnaissant l'axe peptidique des rnucines trachéobronchiques humaines. Grâce 

à cet  immuns6rum. , le criblage d'une banque . dlADNc en vecteur d'expression 

lambda gt onze provenant de muqueuse respiratoire humaine nous a permis d 

sélectionner douze clones positifs. Trois familles de motifs structuraux ont pu  

être déduits de leurs séquences, se distinguant par  l'existence ou non de  zones 

~hyperglyciosylables" , de domaines répétitifs ou pa r  un agencement al  terné de 

zones nùes e t  de zones glycasylables. L'analyse'des ARN a permis de confirmer 

une très grande hétérogénéité peptidique. Parallèlement nous avons pu 

également montrer que l'expression des mucines présentait une spécificité 

cellulaire (immunohistochirnie) e t  tissulaire (analyse des ARN de différentes 

muqueuses humaines). 
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