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Abréviations utilisées 

MPI : inhibiteur bronchique 

HUSI-1 : inhibiteur 1 du plasma séminal 

CUSI : inhibiteur du mucus cervical 

SLPI : secretory leukocyte proteinase inhibitor 

rSLPI : SLPI recombinant 

ES1 : inhibiteur spécifique de l'élastase granulocytaire 

a 1 -PI : a 1 -antiprotéase 

a2-M : a2-macroglobuline 

ITI : inter-a-trypsine inhibiteur 

ELH : élastase granulocytaire humaine 

Cat G : cathepsine G granulocytaire humaine 

PAGE : électrophorèse en gel de polyacrylarnide 

IEF : isoélectrofocalisation 

HPLC : chromatographie liquide de haute performance 

ESMS : spectrométrie de masse "électrospray" 

Mr : masse moléculaire relative 

pHi : point isoélectrique 

Tris : amino-2 hydroxyméthylpropane-2 diol-1,3 

SDS : dodécyl sulfate de sodium 

ATCA : acide trichloracétique 

ATFA : acide trifluoroacétique 





L'inhibiteur bronchique (MPI), sécrété par les cellules séreuses des 
glandes sous-muqueuses au niveau trachéobronchique et par les cellules non 
ciliées de l'épithélium bronchiolaire, est considéré comme un acteur essentiel 
dans la défense antiprotéasique de l'arbre respiratoire : il aurait pour rôle 
l'inhibition des sérine-protéases granulocytaires, élastase (ELH) et cathepsine 
G (Cat G), libérées au cours de phénomènes inflammatoires (1). La molécule 
de MPI s'organise en deux domaines homologues, le domaine C-terminal 
portant le site d'inhibition envers 1'ELH et la Cat G (1). Le rôle du domaine 
N-terminal est quant & lui &onnu. Un autre inhibiteur, transsudé du plasma, 
est l'a 1 -antiprotéase ( a  1 -PI) qui intervient essentiellement au niveau 
alvéolaire. L'homéostasie pulmonaire est assurée quand il existe un équilibre 
entre antiprotéases et protéases cibles (2). 

Cependant, le rôle physiopathologique exact du MPI n'est pas encore 
connu. Des travaux très récents montrent que, lors d'une réaction 
inflammatoire, le MPI viendrait s'intercaler entre 1'ELH libérée par les 
neutrophiles et la matrice extracellulaire. Cette capacité à interagir avec la 
matrice serait en relation avec deux caractéristiques de la molécule de MPI 
(faible masse moléculaire facilitant sa diffusion, point isoélectrique basique 
favorisant son interaction avec l'élastine). Comme le MPI diminue le potentiel 
destructeur de l'ELH, il pourrait constituer la base d'une nouvelle classe de 
molécules à but thérapeutique capables d'agir dans les états inflammatoires et 
dans les pathologies associées à une destruction de l'élastine pulmonaire (3). 

Dans le tractus respiratoire, le MPI est surtout présent et actif au 
niveau bronchique. Il est concentré dans la phase géliforme de l'expectoration, 
essentiellement composée de mucines (4). Dans ces conditions, 1'ELH peut-elle 
exercer son activité protéolytique sur les mucines respiratoires ? Le MPI est-il 
un "protecteur" des mucines ? 

Notre hypothèse de travail, basée sur ces différentes données, est 
développée en quatre points : 

1) Le MPI, protéine basique, interagit-il avec les mucines, 
glycoprotéines acides ? Quels sont les types de liaisons envisageables et ces 
liaisons impliquent-elles des résidus spécifiques d'acides aminés ou de sucres ? 

2) l'ELH, libérée par les neutrophiles lors d'une réaction 
inflammatoire, protéolyse-t-elle les mucines en l'absence de MPI ? Y-a-t-il une 
influence sur les propriétés rhéologiques du mucus ? 



3) L'ELH est-elle complètement inhibée par le MPI lorsqu'il est 
associé aux rnucines ? Y-a-t-il une influence sur la balance "protéase- 
antiprotéase" au niveau bronchique ? 

4) Le domaine N-terminal a-t-il un rôle spécifique ? 

La oremière ~ a r t i e  du mémoire est consacrée à une revue des 
connaissances sur la composition des sécrétions bronchiques, sur les 
antiprotéases et les protéases impliquées dans la physiopathologie pulmonaire. 

La deuxième ~ a r t i e  relate les travaux personnels qui s'organisent en 
quatre chapitres dans lesquels nous essaierons de répondre aux questions posées 
précédemment. Nous décrirons successivement : 

1. la purification et la caractérisation du MPI à partir de sécrétions 
bronchiques. 

II. la purification des rnucines et la préparation des glycopeptides de 
rnucines. L'étude comparative des interactions entre MPI et rnucines et entre 
MPI et glycopeptides, à l'aide du dichroïsme circulaire et les conséquences de 
cette interaction sur l'activité biologique du MPI envers I'ELH. 

III. l'étude des stoechiométries de réaction entre le MPI et ses 
enzymes cibles. Les proteases étudiées sont d'origine humaine (ELH, Cat G) et 
d'origine animale (trypsine bovine). 

IV. la préparation et l'étude structurale des deux domaines du MPI 
ainsi que l'étude de leur activité envers les enzymes cibles connus. Une étude 
comparative est effectuée sur la protéine recombinante (rSLPI) qui nous a été 
donnée par le laboratoire Synergen (Dr. R. C. Thompson). 





A. COMPOSITION DE LA SECRETION BRONCHIQUE 

Le mucus bronchique est un milieu hétérogène constitué d'eau (95%), de 
sels minéraux, de protéines et glycoprotéines, de lipides et dans certains cas 
d'acides nucléiques (5). 

On distingue généralement dans l'expectoration une phase géliforme 
contenant les mucines et une phase soluble dans laquelle se trouvent les 
protéines. 

Les protéines se répartissent en trois groupes : 

, . 1. les proteines transsudées, présentes en quantités plus ou moins 
importantes selon les stades inflammatoires. On y distingue l'albumine, les 
immunoglobulines, les inhibiteurs de sérine-protéases (enzymes ayant un 
résidu de sérine actif dans leur site catalytique) dont les principaux sont 
l'al-PI et l'al -antichymotrypsine (al-Achy), les dérivés de l'inter-a-trypsine 
inhibiteur (ITI) et l'a2-macroglobuline (a2-M). 

2. les protéines sécrétées localement par la muqueuse bronchique parmi 
lesquelles on identifie les immunoglobulines A sécrétoires, la lactotransferrine 
bronchique, le lysozyme et l'inhibiteur bronchique. 

3. les protéines libérées Dar les cellules inflammatoires, parmi lesquelles 
on distingue l'élastase (ELH), la cathepsine G (Cat G), la collagénase ... 

A. 1. LES MUCINES BRONCHIQUES 

Celles-ci représentent le constituant macromoléculaire majeur du 
mucus ; elles lui conferent ses principales propriétés rhéologiques que sont la 
viscosité et l'élasticité (6). Le maintien de ces deux propriétés est indispensable 
au bon fonctionnement du système d'épuration mucociliaire, première barrière 
de défense du système respiratoire (7). 

Les rnucines sont des glycoprotéines de très haute masse moléculaire 
(Mr > 106). Les multiples chaînes glycanniques sont reliées à l'axe peptidique 
par des liaisons de type O-glycosidique entre un résidu de 
N-acétylgalactosamine et un résidu de sérine ou de thréonine. La partie 
glycannique représente 60 à 80% de la masse de la molécule ; elle est 



constituée de galactose, de fucose, de N-acétylglucosamine, de 
N-acétylgalactosamine et d'acide N-acétylneuraminique ; on peut aussi y 
trouver des résidus de sulfate. L'axe peptidique se caractérise par sa richesse 
en sérine, thréonine, proline, glycocolle et alanine (8) (Fig. 1). 

En microscopie électronique, les molécules de rnucines apparaissent 
comme de longs filaments flexibles et de taille variable (500 à 1500 nm) (9). 

L'étude de l'action des enzymes protéolytiques sur les mucines a abouti 
au concept de deux types de régions dans ces molécules : des répions hautement 
glycosvlée~ peu sensibles aux protéases et des régions nues 1' " facilement 
dégradées par les protéases (10). Les régions glycosylées obtenues après 
protéolyse des régions "nues" correspondent B des glycopeptides ayant une 
M r comprise entre 200 000 et 500 000. Le fractionnement de ces 
glycopeptides par chromatographie d'échange d'anions révèle une 
hétérogénéité de charge permettant de les classer en trois groupes : un premier 
groupe constitué de glycopeptides contenant très peu d'acide sialique et de 
sulfate, appelés glycopeptides "neutres" ; un deuxième groupe composé de 
glycopeptides plus acides, plus riches en acide sialique qu'en sulfate, appelés 
glycopeptides "sialylés" et enfin un troisième groupe constitué de glycopeptides 
encore plus acides qui sont plus riches en sulfate qu'en acide sialique et appelés 
glycopeptides "sulfatés" (1 1). 



Modèle de 8ûuctu1e des mu- bronchîquœ 

O &de N-acCtylneuramMque 

Sulfate 

Figure 1 ; Schématisation de la structure des mucines bronchiques. 



A. II. LES INHIBITEURS DE PROTEASES 

Nous nous limiterons, dans cette revue, à la description des inhibiteurs 
de sérine-protéases qui sont les inhibiteurs les plus représentés dans la 
sécrétion bronchique. Ils sont soit d'origine sérique (al-PI, al-Achy, dérivés 
de 1'ITI et a2-M), soit sécrétés localement (MPI) (Fig. 2). 

II. 1. Ces inhibiteurs d m e  s é r m  . *  ' * *  
l 

A. II. 1. 1. L'al-antiprotéase ( a l - P I )  

L ' a l  -PI est une glycoprotéine de Mr 52 000 qui entre dans le 
poumon par diffusion du plasma (13, 14) et qui peut être synthétisée 
localement par les macrophages (15). Cette protéine est essentiellement active 
au niveau alvéolaire (80% de la capacité inhibitrice totale des liquides de 
lavages bronchoalvéolaires) (1 6). L'al -PI est considéré comme l'inhibiteur le 
plus efficace de I'ELH (2). Son implication en physiopathologie pulmonaire 
sera envisagée ultérieurement ($ B. II.). L'al-PI fait partie de la superfamille 
des serpines (mne oroteinase mibitors) ; l'inhibition des enzymes comme 
I'ELH et la Cat G est irréversible et aboutit à la formation d'un complexe 
covalent dans lequel l'inhibiteur est clivé entre les résidus Met358 et Ser359 
(17, 18). 

A. II. 1. 2. L'al-antichymotrypsine ( a l -  Achy) I 

L'al-Achy est une glycoprotéine sérique de Mr 58 000 (19) ~ 
appartenant comme l'a 1 -PI à la famille des serpines (1 7). C'est un inhibiteur l 
de protéases de type chymotrypsine dont fait partie la Cat G (17). Les ~ 
sécrétions bronchiques contiennent des concentrations en al -Achy supérieures 
à ce que l'on peut attendre d'une simple diffusion du plasma, ceci suggérant 
une synthkse locale (20). Bien que selon Burnett et coll. (21) cet inhibiteur soit 
aussi synthétisé par les macrophages alvéolaires, il n'est pas actif vis-à-vis des 
enzymes de type chymotrypsine telle que la Cat G lorsqu'il est isolé à partir 
des sécrétions bronchiques (22). 



A. II. 1. 3. Les inhibiteurs dérivés de 1'ITI 

Des inhibiteurs dérivés de 1'ITI ont été mis en évidence dans les 
sécrétions bronchiques purulentes de malades atteints de bronchite chronique 
(23-25). Ces inhibiteurs dériveraient de la circulation sanguine ; toutefois, ces 
résultats n'ont jamais été confirmés par d'autres auteurs. De par leur faible 
quantité même lors d'un état infectieux, ces inhibiteurs n'ont probablement 
qu'un rôle mineur dans la défense assurée par les antiprotéases au niveau 
pulmonaire. L'ITI est une glycoprotéine sérique de Mr 180 000 à 240 000 
composée de deux chaînes lourdes et d'une chaîne légère qui porte l'activité 
inhibitrice (26). Cette molécule est rattachée à la famille des inhibiteurs de 
type Kunitz (18). Son rôle physiologique exact ainsi que l'origine des dérivés 
ne sont pas encore connus (26). 

A. II. 1. 4. L'a2-macroglobuline ( a2 -M)  

L'a2-M est une glycoprotéine plasmatique de Mr 725 000 (27). La 
molécule est constituée par l'assemblage de quatre sous-unités. L'a2-M se 
distingue des autres inhibiteurs de protéases par sa large spécificité et le 
mécanisme selon lequel elle-réagit avec les protéases. L'a2-M est capable 
d'inhiber les quatre classes d'enzymes : sérine-, cystéine-, métallo- et aspartyl- 
protéases (18) ; une fois le complexe formé avec l'un de ces enzymes, la 
réaction est irréversible. Il est intéressant de noter par ailleurs que des 
transferts sur l'a2-M d'enzymes complexés à d'autres inhibiteurs sont possibles 
(28). D'autre part, l'enzyme une fois fixé à l'a2-M est encore capable 
d'hydrolyser des substrats de petite taille mais non des substrats 
macromoléculaires. L'a2-M est essentiellement retrouvée au niveau alvéolaire 
mais en faible quantité car sa diffusion est rendue difficile à cause de sa taille. 
Le macrophage alvéolaire synthétise de l'a2-M mais sous une forme inactive 
vis-à-vis de 1'ELH (29) ; sa contribution dans la défense envers cet enzyme 
dans la sécrétion bronchique est donc réduite (13, 30). 
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Figure 2 : Les différentes sources d'inhibiteurs de sérine- 

protéases présents dans la sécrétion bronchique (selon 12). 

1. Cellules épithéliales de surface, 
2. Cellules séreuses de la glande sous-muqueuse, 
3. Diffusion plasmatique des inhibiteurs natifs, 
4. Diffusion plasmatique des dérivés d'inhibiteurs, 
5. Synthèse par les macrophages. 



A. II. 2. 1. L'inhibiteur bronchique (MPI) 

A. 11.2. 1.  1 .  Mise en évidence d'inhibiteurs acido-stables 

La présence d'inhibiteurs de trypsine et de chymotrypsine 
pancréatiques bovines, ayant un caractère acido-stable, a tout d'abord été mise 
en évidence en 1965 par Haendle et coll. (31) au niveau du plasma séminal 
humain. Peu de temps après, le même groupe découvre la présence d'une 
même entité au sein des sécrétions nasales (32) et bronchiques (33). 

A. 11. 2.  1 .  2 .  Les inhibiteurs acido-stables des sécrétions 
humaines : une seule ou plusieurs molécules 
apparentées ? 

A partir de 1971, le même groupe caractérise ces inhibiteurs dans 
différentes sécrétions, chacun d'entre eux ayant une dénomination particulière 
en fonction de son origine. Dans le plasma séminal, l'inhibiteur est appelé 
b m a n  Seminal Proteinase -Mibitor 1 (HUSI-1) (34). Il existe plusieurs formes 
composées de 100 à 105 résidus d'acides aminés, ayant la tyrosine comme 
résidu N-terminal, un point isoélectrique @Hi) égal à 9,6 et une Mr de 11 000 
f 500 (35). Dans le même temps, un inhibiteur très semblable mis en évidence 
dans le mucus cervical humain est appelé Çervical uteri Secretion bhibitor 
(CUSI) (36, 37) ; il est antigéniquement proche de HUSI-1. De plus, ces deux 
molécules sont des inhibiteurs puissants de 1'ELH et de la Cat G (38) 
(Tableau 1). 

Peu de temps après, Ohlsson et coll. (39) montrent que l'inhibiteur 
bronchique alors appelé Bronchial Mucus Inhibitor s'avère aussi apparenté 
immunologiquement à HUSI-1 ; en outre, plusieurs caractéristiques lient les 
deux protéines : la composition en acides aminés, la masse moléculaire et le 
résidu N-terminal (Tyr) (40). A cette époque, Schiessler, Hochstrasser et 
Ohlsson suggèrent d'employer le nom d"'~ntileuko~rotease&" pour ces 
inhibiteurs particuliers des sécrétions muqueuses humaines. On attribue 
alors A ces molécules un rôle de défense locale contre les 
agressions protéolytiques générées par les enzymes libérés par les 
neutrophiles lors d'un état inflammatoire (41). 



TABLEAU 1 

Constantes d'inhibition (Ki) - de HUSI-1 et de 

CUSI envers différentes sérine- rotéa as es (38) 

ELH : élastase granulocytaire ; Cat G : cathepsine G 
granulocytaire ; Try : trypsine bovine ; Chy : chymotrypsine 
bovine ; Ki : constante d'inhibition ; n.d. : non déterminé. 

Inhibiteur 

HUSI-1 

CUSI 

HUSI-1 

CUSI 

HUSI-1 

CUSI 

HUSI-1 

CUSI 

A. II. 2. 1. 3. Isolement et caractérisation de l'inhibiteur 
bronchique : les divergences (1972-1987) 

Enzyme 

ELH 

ELH 

Cat G 

Cat G 

T ~ Y  

T ~ Y  

C ~ Y  

C ~ Y  

La présence d'un inhibiteur de protéases de faible masse 
moléculaire, ayant un caractère acido-stable, dans les sécrétions bronchiques 
est mise en évidence en 1972 par Hochstrasser et coll. (33). Les auteurs isolent 
ce "lysyl-inhibiteur" après extraction en milieu acide et purification sur une 
colonne de trypsine immobilisée : il a une Mr de 14 800, est composé de 125 
résidus d'acides aminés, inhibe la trypsine, la chymotrypsine, la pronase et un 
homogénat granulocytaire. Il semble que cet inhibiteur soit présent dans la 
sécrétion à la fois sous forme libre et sous forme complexée aux protéases 
granulocytaires ; 70% de l'activité inhibitrice des sécrétions 
bronchiques sont dus au MPI, le reste étant attribué à l'al-PI. Par la 



suite, la plupart des auteurs mettent à profit la propriété que possède le MPI de 
se lier réversiblement aux enzymes pour le purifier (Tableau II). Deux types 
de supports d'affinité sont utilisés, par immobilisation soit de trypsine bovine 
(25, 33, 40,42-45) soit de chymotrypsine bovine (46). Dans tous les cas, ces 
protocoles aboutissent à l'obtention de plusieurs formes d'inhibiteur résultant 
de son clivage partiel par l'enzyme immobilisé. C'est ainsi que pendant 
longtemps on a décrit la tyrosine comme étant l'acide aminé en position 
N-terminale (25, 40, 45) au lieu de la sérine et que l'éventail des masses 
moléculaires, calculées soit par gel-filtration ou après SDS-PAGE, 
s'échelonnait de 6 500 à 19 200 (Tableau Ii). Un support d'affinité sur lequel 
sont greffés des anticorps dirigés contre le MPI a été utilisé par Klasen et 
Kramps (47) : l'obtention de la tyrosine comme résidu N-terminal de la 
préparation montre qu'elle est aussi composée en majorité de la forme clivée. 
En 1987, Boudier et coll. (48), tenant compte du caractère basique du MPI, 
utilisent pour son isolement une étape de chromatographie d'échange de 
cations. Le MPI est alors purifié sous sa forme native bien que la forme clivée 
soit aussi retrouvée en faible quantité. Ce procédé avait été précédemment 
utilisé pour l'isolement de l'inhibiteur salivaire dénommé %cretory Leukocyte 
Proteinase Inhibitor (SLPI) (49). - 

L'importance de l'extraction en milieu acide a été soulevée pour la 
quantification de l'inhibiteur dans les sécrétions et les liquides de lavages 
bronchoalvéolaires. Tournier et coll. (50) ont évalué par une méthode ELISA 
sa concentration entre 37 et 151 m g  (valeur moyenne : 73 mgIl). Ces auteurs 
ont montré que l'extraction en milieu acide était indispensable à la 
récupération quasi totale du MPI (93%). Par la suite, Kramps et coll. (4), 
utilisant aussi une technique ELISA, ont obtenu des résultats similaires, les 
concentrations variant de 4 à 405 mg/l avec une moyenne de 66 mgIl. Ils ont 
pu montrer que, dans le mucus, le MPI était présent dans la phase 
géliforme contenant les mucines, en concentration quinze fois 
supérieure B celle trouvée dans la phase soluble. 

Ces auteurs ont suggéré l'existence #interactions ionicpes entre le 
MPI et les mucines au sein du  el. Ils ont aussi souligné l'importance de 
l'extraction en milieu acide afin de libérer le MPI des mucines (4). 
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TABLEAU II 

Inhibiteurs acido-stables isolés des sécrétions humaines 

APC : acide perchlorique ; ATCA : acide tnchloracétique ; Nt : acide aminé N-terminai. 
BSI-TE, LMI et Br1 : bronchial inhibitor ; ALP : antileukoprotease ; BMI et BMPI : bronchial 
mucus proteinase inhibitor ; BLPI : bronchial leukoprotease inhibitor ; SLPI : secretory 
leukocyte proteinase inhibitor. 
Try et Chy : trypsine et chyrnotrypsine pancréatiques bovines. 



A. II. 2 .  I .  4 .  Localisation cellulaire de l'inhibiteur bronchique 

Le MPI est mis en évidence pour la première fois par Tegner et 
Ohlsson (51), par immunomarquage, dans des muqueuses trachéales humaines 
normales au niveau des cellules ciliées de l'épithélium et dans les glandes 
séro-muqueuses ainsi que dans la muqueuse des sinus maxillaires. Ce premier 
travail met donc en évidence la ~vnthèse locale du MPI. 

Par la suite, Franken et coll. (42) montrent qu'au niveau 
bronchique, le MPI est seulement présent dans les cellules séreuses des 
glandes sous-muqueuses et plus précisément dans les granules sécrétoires 
(52,53). Il est aussi présent dans les granules des cellules séreuses des glandes 
sublinguales et des glandes sous-maxillaires (53, 54). Des résultats récents 
montrent que le MPI est présent dans la glande parotide (54) alors que les 
mêmes auteurs avaient précédemment dit qu'il était absent dans ce type de 
glande (55). Dans la publication la plus récente, les auteurs expliquent le 
précédent résultat par un temps trop long de fixation des coupes de tissus. 

Au niveau bronchiolaire où les glandes sont absentes, le 
MPI est présent dans les cellules sécrétrices non ciliées de 
l'épithélium de surface supposées être les cellules de Clara (42, 55) 
et plus précisément dans leurs granules sécrétoires, ainsi que dans les cellules 
calieiformes (56). Toutes les cellules n'étant pas marquées, les auteurs 
suggèrent qu'il existe plusieurs types de cellules non ciliées ou que les cellules 
non marquées sont des cellules précurseurs ou ayant déjà dégranulé (56). La 
localisation du MPI et des inhibiteurs apparentés dans les autres tissus et leur 
présence dans les liquides biologiques (54) sont indiquées dans le tableau III. 

Distribution tissulaire et  rése en ce dans les liquides 
biologiaues du MPI et de ses analogues (54) 

digestives proximales 1 salive 

Cellules sécrétrices 
lacrimales 

respiratoires 

glandes génitales 1 mucus bronchique 

Liquides biologiques 
lait 

larmes 

I sperme 
mucus cervical 



A. II. 2 .  1 .  5.  Paramètres cinétiques de l'inhibiteur bronchique 

Le MPI est un inhibiteur puissant de l'ELH (46, 57, 58) et de la 
Cat G (46). La réaction conduit une inhibition pseudo-irréversible, suivant le 
schéma ci-dessous, où le MPI et l'enzyme recouvrent leur activité une fois 
dissociés. Par exemple, le complexe est dissocié en milieu acide (33). 

k a s  
___C MPI+ ELH --, MPI-ELH 

kdiss 

kass : constante d'association ; kdiss : constante de dissociation. 

Le MPI semble être le deuxième inhibiteur de I'ELH puisque la 
constante de vitesse d'association de l'al-PI avec 1'ELH (6,5 x 107 M-1 x s-1) 
est 6,s fois plus forte que celle du MPI (1 x 107 M-1 x s-1) (57) ; de plus, 
l'al-PI est capable de dissocier le complexe MPI-ELH avec une constante de 
vitesse de 1,4 x 10-4 s-1 (57). Le MPI est aussi inhibiteur de trypsine et de 
chymotrypsine bovines (46). Les constantes d'inhibition (Ki), d'association 
(kass) et de dissociation (kdiss) sont indiquées dans le tableau IV. 

TABLEAU IV ~ 
I 

Constantes cinétiques du MPI envers différentes sérine-vrotéases 
1 

Enzymes 

ELH 
ELH 
ELH 
Cat G 
T ~ Y  
C ~ Y  

EPH-2 

112 vie des Réf. 

EPH-2 : élastase pancréatique humaine 2. 



A partir de ces paramètres, Gauthier et coll. (57) émettent 
l'hypothèse qu'au niveau bronchique, où le rapport molaire MPVal-PI est de 
14, 70% de I'ELH libérée par les neutrophiles sont complexés au MPI et les 
30% restants à l'al-PI. Par contre, le transfert de l'ELH du MPI vers l'al-PI 
doit avoir lieu au niveau alvéolaire où l'al -PI est en quantité majeure. Le MPI 
existe dans le plasma sous forme libre, mais dans des quantités infimes 
(126 pg/') (59) : les auteurs expliquent le fait qu'il soit sous forme libre par la 
quantité impressionnante d'a 1-PI (2,s g/l) ; de plus, comme l'a 1 -PI se 
complexe plus rapidement à l'ELH, l'enzyme lui est totalement associé. 

Fryksmark et coll. (28) montrent que le complexe MPI-ELH est 
stable durant 24 h. Lorsque ce complexe est incubé avec du sérum et 
l'ensemble immédiatement séparé sur une colonne de 'gel-filtration, 90% de 
1'ELH sont complexés à l'al-PI et 10% à l'a2-M ; si l'incubation est de 24 h 
avant l'étape de chromatographie, les pourcentages évoluent vers 75% de 
complexe ELH-al-PI et 25% de complexe ELH-a2-M. Dans ces mêmes 
conditions, une faible quantité de MPI est retrouvée dans la fraction contenant 
l'a2-M. Ces résultats montrent que : 

1) en présence d'al-PI et d'a2-M, 1'ELH complexée au MPI est 
prise en charge par l'al-PI puis par l'a2-M ; 

2) le MPI est capable de se fixer à l'ELH liée à l'a2-M. 

D'autres protéases d'origines différentes peuvent être inhibées par 
le MPI. Ainsi, celui-ci est capable d'inhiber l'élastase pancréatique humaine 
libre et liée à l'élastine (60) par formation d'un complexe enzymologiquement 
inactif. Il pourrait donc être utilisé comme un agent protecteur dans les 
pancréatites hémorragiques aiguës et comme anti-inflammatoire (Tableau IV). 

Le MPI peut aussi inactiver la chymase des mastocytes de Porc 
(61). La réaction est rapide puisqu'après 1 min d'incubation l'équilibre est 
atteint. On peut penser qu'il S'agit dune inhibition pseudo-irréversible car, en 
présence d'un excès de MPI, il subsiste 20% d'enzyme actif. 

L'inhibiteur salivaire (SLPI) est aussi un inhibiteur puissant 
d'ELH et de Cat G ainsi que de la trypsine anionique humaine avec lesquelles il 
forme des complexes équimolaires (49) (Tableau V). 



TABLEAU V 

Ki du SLPI envers différentes senne # .  - - -protéases (49) 

Try. an. hum. : trypsine anionique humaine. 

Enzyme 
ELH 
Cat G 

Try. an. hum. 

Les constantes d'inhibition obtenues avec le SLPI sont très proches 
de celles du MPI, ce qui montre que les deux molécules ont la même affinité 
pour les protéases granulocytaires (Tableaux IV et V). 

Ki (nM) 
0,2 
5,O 
4,o 

A. II. 2 .  1 .  6. Structures primaire et secondaire 

Tous les travaux de détermination de la structure connus 
actuellement ont été effectués sur HUSI-1, CUSI et SLPI. 

Seemüller et coll. (62) décrivent pour la première fois en 1986 la 
séquence peptidique de HUSI-1. Heinzel et coll. (63) déduisent celle de CUSI de 
la séquence de 1'ADNc préparé à partir de tissu cervical. Peu après, Thompson 
et Ohlsson (49) isolent l'inhibiteur à partir de sécrétions parotidiennes et 
séquencent entièrement la protéine. Dans les trois cas, les séquences des 
protéines décrites sont identiques. La molécule s'organise en deux domaines 
distincts. Les auteurs attribuent alors l'activité a n t i - t ~  sique au domaine 
N-terminal qui bossede un site actif potentiel au niveau de la liaison 
-0-TvQl - - et l'activité anti-élastasiaue au doma'  ne C-terminal au niveau de 
la liaison Leu72-Men3 - (Fig. 3). - 

La comparaison avec d'autres inhibiteurs bien connus de types 
Kunitz et Kazal ne permet de classer cette protéine dans aucune de ces deux 
familles (1 8). 



Trois publications récentes, dans lesquelles les auteurs ont cloné 
séparément les deux domaines, montrent que le domaine N-terminal est 
faiblement anti-trypsique alors que le domaine C-terminal est anti-élastasique, 
anti-chymotrypsique et anti-trypsique. Ces auteurs suggèrent que dans le 
domaine C-terminal, les sites actifs anti-trypsique et anti-élastasique sont très 
proches (64-66). De plus, les résidus Met impliqués dans le(s) site(s) actif(s) 
sont sensibles aux oxydants, ce qui engendre une perte partielle de l'activité de 
la molécule. 

Il est important de noter que les activités anti-trypsique et 
anti-élastasique sont perturbées de la même manière, ce qui 
tendrait il montrer que les sites actifs pour ces deux types 
d'enzymes sont situés au même endroit dans la molécule 
d'inhibiteur. Ce résultat remet en question l'hypothèse initiale 
supposant l'activité anti-trypsique localisée dans le premier 
domaine (liaison Arg20-Tyr21) et l'activité anti-élastasique dans le 
deuxième domaine (liaison Leu72-Me t 73). 

Une étude par diffraction des rayons X de la structure du SLPI 
recombinant (rSLPI) montre que la molécule a une forme de boomerang dont 
les deux ailes, nettement séparées et d'architecture semblable, correspondent 
aux deux domaines (67). Dans chaque domaine, la chaîne polypeptidique 
adopte une forme de spirale étirée. Quatre brins internes peuvent être 
déterminés dans chaque domaine, les deux plus enfouis formant un feuillet 
plissé et une boucle en épingle à cheveux de type P. Les quatre ponts 
disulfure permettent l'interconnexion des segments polypeptidiques dans 
chaque domaine et confèrent une grande résistance à la molécule (Fig. 3). Dans 
le même travail, l'étude de l'interaction du domaine C-terminal avec la 
chymotrypsine bovine montre que celle-ci ne provoque pas de grands 
changements de conformation dans la molécule d'inhibiteur. Les acides aminés 
en contact direct avec l'enzyme sont Thr67---Leu74, Metgg-Cysg7, Val102 et 
Trp30. On peut noter que deux Met sont en contact direct avec l'enzyme ; le 
groupement carbonyle de la liaison Leu72-Met73 interagit avec Ser 195, acide 
aminé essentiel de la triade constituant le site actif de la chymotrypsine. 



Structure de la protéine 

Elrstrre,Catheprin~ 0 
Chymotryprine 

Trypsine 

Trypsine ? 

Organisation du gène 

5' 

Peptide signal 
Seri-Lys3 Site actif Région 3' 

Leu72-Met73 non traduite 

Figure 3 ; Stmcture de la protéine (67) et organisation du gène du SLPI 
(68). 



A. 11. 2. 1 .  7. Organisation et expression du gène 

L'organisation du gène codant pour le SLPI établie par Stetler et 
coll. (68) montre que le gène est constitué de quatre exons et de trois introns 
(Fig. 3). Les exons II et III correspondent respectivement aux résidus d'acides 
aminés 4-56 et 57-106. Le transcrit primaire code pour 132 résidus d'acides 
aminés dont les 25 premiers forment la séquence signal de sécrétion de la 
protéine mature. Les auteurs suggèrent deux hypothèses pour expliquer le 
degré d'homologie relativement faible entre les deux domaines (35%) : 

1) les deux exons proviennent d'un seul gène ancestral qui s'est 
dupliqué il y a très longtemps ; des modifications dans la séquence seraient 
intervenues au cours de l'évolution, tout en gardant l'organisation des ponts 
disulfure intacte dans les deux domaines. 

2) les deux exons proviennent de deux gènes ancestraux ayant 
évolué de la même manière au cours du temps. 

Abe et coll. (69) ont récemment montré une spécificité tissulaire 
pour l'expression du gène du SLPI, précédemment suggérée par Appelhans et 
coll. (70). Celui-ci est transcrit activement par les cellules épithéliales du 
tractus respiratoire, par des lignées cellulaires tumorales dérivées de surfaces 
muqueuses (HS-24 et HeLa) mais non par les fibroblastes. L'étude de 228 
allèles, chez 114 individus, n'a pas mis en évidence de polymorphisme 
génétique au niveau des exons II à IV dans le gène du SLPI (Fig. 3). 

En ce qui concerne la régulation de l'expression du gène, rien 
n'est encore connu. 



Par conséquent, nous pouvons dire que, tout au moins au niveau des 
produits de traduction, la même entité moléculaire est présente dans 
différentes sécrétions et non une famille d'inhibiteurs de protéases 
dénommés initialement "antileukoproteases" (voir 5 A.II.2.1.2.). 

Ainsi Fritz (71) a proposé le nom de Mucus Eroteinase Inhibitor (MPI) 
pour désigner ces inhibiteurs. C'est le terme que nous avons retenu dans les 
différents articles présentés dans ce mémoire. Nous l'avons transcrit en 
français par inhibiteur bronchique puisque nous l'avons isolé des 
expectorations bronchiques. 

Les principales propriétés physico-chimiques et inhibitrices de cette 
protéine sont rassemblées dans le tableau VI. 

TABLEAU VI 

Pro~riétés communes aux inhibiteurs acido-stables de faible masse 

moléculaire des sécrétions humaines 

Nombre de résidus d'acides aminés 
Mr 
pHi 
Chaînes glycanniques 
Structure tertiaire 

Spécificité d'inhibition 

107 
11 726 

9,6 
aucune 

2 domaines distincts 
(35% d'homologie) 

sérine-protéases 



A. II. 2. 2. L'inhibiteur bronchique spécifique de 
l'élastase granulocytaire (ESI) 

Cet inhibiteur a été initialement mis en évidence par Hochstrasser et 
coll. (72) et dénommé Elastase specific Inhibitor from monchial Secretions 
(BSI-E). Il possède plusieurs caractéristiques communes avec le MPI mais ne 
lui est pas antigéniquement relié : il est acido-stable, a une Mr de 11 000, une 
composition en acides aminés similaire et possède en position N-terminale un 
résidu de tyrosine. Les différences fondamentales se situent au niveau des 
spectres d'inhibition car BSI-E n'inhibe ni la Cat G, ni la trypsine et la 
chymotrypsine bovines ; par contre il inhibe 1'ELH et l'élastase pancréatique 
porcine. Cet inhibiteur une fois réduit a une Mr égale à 5 000 (73). 
Récemment, Sallenave et Ryle (74) ont séquencé la partie N-terminale d'un 
inhibiteur isolé des sécrétions bronchiques appelé -astase Specific bhibitor 
(ESI) et l'ont comparée à celle du MPI. Les résultats montrent que le résidu 
Leu72 présent dans le site actif du domaine C-terminal du MPI est remplacé 
par Ala dans la molécule d'ES1 (Fig. 4). Les auteurs interprètent cette 
modification comme étant responsable de la différence de spécificité envers les 
enzymes testés. Les constantes cinétiques de BSI-E et ES1 comparées à celles 
du MPI sont rassemblées dans le tableau VII. 

On ne connaît pas actuellement le lieu de synthèse de ES1 au niveau 
bronchique. 

1 

ES1 Ser Thr 

MPI Arg 
58 

154 

ES1 Ala 
MPI Leu 

72 h 

Cys Pro IN,l Ser ne Ile Leu l e  Arg 

LYS Val Thr Tyr Gly Glu 
7 1  

Met Leu Asn Pro Pro Asn 
Me!t Leu Asn Pro Pro Asn 

25 

Cys Pro Leu Lys - 
Phe Cys Glu Met - 

82 

Figure 4 ; Homologies de séquences entre ES1 et MPI (74). Les flèches 
indiquent les positions des sites actifs. 



TABLEAU Va 

Constantes cinétiaues - de BSI-E. de ES1 et du MPI envers I'ELH et L'EPP 

Complexes I/E 
BSI-E/ELH 
BSI-E/ELH 
ESVELH 
MPI/ELH 
MPVELH 

BSI-E/EPP 
ESVEPP 

Réf. - 
72 
73 
74 
46 
58 

EPP : élastase pancréatique porcine. 



A. III. LES PROTEASES 

Les protéases identifiées dans la sécrétion bronchique ont 
essentiellement pour origine les granulocytes (75) et les bactéries (76). 

Nous nous limiterons à une brève description des protéases 
élastolytiques. 

A. III. 1. Les protéases granulocytaires 

L'ELH, la Cat G (sérine-protéases neutres) sont présentes dans les 
granules azurophiles (ou primaires) des polynucléaires neutrophiles. 
Récemment une troisième sérine-protéase neutre à propriétés élastolytiques, la 
Protéinase 3 (PR3), a été mise en évidence dans ces mêmes granules (77, 78). 
Une collagénase non spécifique (métallo-protéase) est quant à elle présente 
dans les granules spécifiques (ou secondaires) des polynucléaires. Les 
principales propriétés physico-chimiques de ces protéases sont rassemblées 
dans le tableau VIII. La cathepsine B qui est une cystéine-protéase (enzyme 
ayant un résidu Cys dans son site actif) est aussi présente dans les granules 
azurophiles et est capable de dégrader la matrice extracellulaire (80). 

Une des fonctions des neutrophiles est la phagocytose qui s'effectue à 
l'intérieur de phagolysosomes : cependant, une partie des enzymes peut être 
libérée dans le milieu extérieur et dès lors dégrader les principaux éléments de 
la trame conjonctive pulmonaire (élastine, collagènes, protéoglycannes) (81, 
82) et la fibronectine (83). 

A. III. 2. Les protéases bactériennes 

Ces enzymes sont sécrétés par les bactéries lors de processus 
infectieux. Par exemple, Pseudomnas aeruginosa présent chez la plupart des 
patients atteints de mucoviscidose sécrète une élastase (84, 85) qui est un 
métallo-enzyme à ~ n 2 +  capable de dégrader l'élastine (86, 87), d'autres 
protéines de la matrice extracellulaire (88) et l'épithélium respiratoire (89). 
Celle-ci peut aussi provoquer une hypersécrétion de mucines par les cellules 
caliciformes du tractus respiratoire (90, 91). Cette élastase est capable 
d'inactiver le MPI in vitro mais dans des rapports molaires I/E = 1611 qui ne 
sont pas représentatifs de leurs concentrations respectives in vivo ; elle peut 
aussi dissocier l'inhibiteur de son complexe avec I'ELH et dégrader ensuite 



l'élastine (92). Toutefois, des résultats contradictoires montrent qu'en présence 
dlELH, l'élastase de Pseudomonas aeruginosa ne joue qu'un rôle mineur dans 
l'inactivation du MPI (93). Elle inactive aussi l'al-PI in vitro par clivage 
d'une liaison proche du site actif (94) mais perd de son efficacité en présence 
d'ELH (95). Staphylococcus aureus, autre bactérie présente dans la 
mucoviscidose, sécrète aussi une élastase possédant une activité élastolytique 
(96). 

TABLEAU vm 

Propriétés des protéases neutres ~ranulocytaires élastolvtiaues (79) 

Contenu cellulaire 
(pglcell.) 
Mr 
Isoenzymes 
pHi 
pH optimum 
Sites de coupure 

Fraction glucidique (%) 

ELH - 
3 

29 O00 
5 

994 
7,5-9,0 
Val-X, 
Ala-X 

20 

Cat G colla énase 

i_h 75000 

l 2 
8-10 

8,O-9,0 
n. d. 

n.d. 

pglcell. : picogram~ne/celiule ; n.d. : non déterminé. 

A. III. 3. Les protéases tissulaires 

Récemment, plusieurs auteurs ont mis en évidence la sécrétion de 
protéases par différents types de cellules en culture d'origine bronchique, ces 
enzymes ayant la propriété de dégrader la gélatine et les collagènes des 
membranes basales (97-99). Ces premiers travaux laissent donc entrevoir la 
possibilité d'une synthèse locale de protéases au niveau du tractus respiratoire. 



B .  ROLES PHYSIOPATHOLOGIQUES DES PROTEASES 
ET DES ANTIPROTEASES AU NIVEAU 
PULMONAIRE 

B. 1. PHYSIOLOGIE 

La matrice extracellulaire du poumon sain est une structure dynamique 
qui est formée de constituants continuellement néosynthétisés, ce qui implique 
une élimination simultanée de ces mêmes composants ; l'équilibre entre les 
deux processus est assuré normalement par un turn-over lent (100). Il existe 
vraisemblablement un ensemble de protéases tissulaires possédant cette 
fonction d'élimination et des antiprotéases qui servent à réduire leur potentiel 
de destruction (101). 

D'autre part, on trouve au sein du poumon normal des cellules 
inflammatoires (neutrophiles) pouvant libérer des protéases (ELH, Cat G, 
PR3, collagénase) au cours de la phagocytose (102). Il semble évident que les 
inhibiteurs de protéases présents en excès exercent une protection efficace 
contre les protéases dérivées de ces cellules alors en petit nombre. Ceci est 
particulièrement vrai en ce qui concerne la défense envers l'ELH, assurée par 
différents inhibiteurs que nous avons déjà décrits précédemment 
(voir 5 A. II.) : al-PI, dérivés d'ITI, a2-M, MPI et ESI. Il est généralement 
admis que le MPI assure l'essentiel de la protection au niveau 
trachéobronchique (103) (Fig. 5). 

Chez le sujet sain, il s'établit un équilibre entre protéases et 
antiprotéases que l'on désigne par "balance protéase-antiprotéase". La 
perturbation de cet équilibre en faveur des protéases aboutit alors au 
développement de diverses pathologies. 
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"balance protéase-antipro téase" au niveau pulmonaire. 



D'après des travaux récents (104), il semblerait que le rôle du MPI 
dans le maintien de la balance protéase-antiprotéase, s'exerce non 
seulement dans la lumière bronchique mais aussi au niveau de la 
matrice extracellulaire. Deux faits sont à signaler : 

1) la mise en évidence de la sécrétion du MPI par des cellules de 
glandes trachéales humaines en culture, à la fois vers le pôle apical en direction 
de la lumière bronchique et vers le pôle basolatéral en direction de la matrice 
extracellulaire (1 04). 

2) l'interaction du M'PI avec l'élastine pulmonaire : plusieurs études 
irnrnunohistochirniques ont permis de montrer la présence du MPI le long des 
fibres élastiques dans les septa alvéolaires (105, 106), les bronches, les 
bronchioles et les vaisseaux sanguins (106). Cette capacité à se fixer à l'élastine 
est due à une propriété commune du MPI et de l'ELH qui est d'avoir un pHi 
très basique (respectivement 9,6 et 9,4) (3). 

L'influence de l'interaction du MPI avec l'élastine sur la capacité à 
inhiber I'ELH a été étudiée in vitro par Bmch et Bieth (107). L'élastine 
ajoutée aux complexes MPI-ELH ou al-PI-ELH n'est pas capable de les 
dissocier ; au contraire, lorsque 1'ELH est ajoutée à des mélanges MPI-élastine 
ou al-PI-élastine, on observe immédiatement une fixation de l'enzyme sur les 
inhibiteurs. D'autre part, le MPI est capable d'inhiber complètement 1'ELH 
liée à l'élastine tandis que dans le cas de l ' a l  -PI, les 25% d'activité 
enzymatique qui subsistent peuvent être inhibés par l'addition de MPI. Les 
auteurs ont émis l'hypothèse que le MPI pourrait inhiber in vivo 1'ELH liée à 
l'élastine tandis que l'al-PI se lierait à l'ELH libre (57, 107). En accord avec 
les travaux de Bruch et Bieth (107), Momsson et coll. (108) ont décrit deux 
mécanismes d'inhibition en fonction de l'inhibiteur mis en jeu : 

1) l'al-PI et l'égline-C (peptide de 70 résidus, isolé de la sangsue 
(109)) seraient des inhibiteurs compétitifs de 1'ELH ; ils la dissocieraient de 
son complexe avec l'élastine puis l'inhiberaient ; 

2) le  MPI e t  la méthoxy-succinyl-Ala-Ala-Pro-Val- 
chlorométhylcétone (inhibiteur spécifique de SELH se fixant irréversiblement 
sur le résidu His du site actif) se fixeraient sur l'ELH déjà liée à l'élastine et 
l'inhiberaient in situ. 



B. II. PATHOLOGIE PULMONAIRE 

Le poumon peut être le lieu de processus inflammatoires aigus et 
chroniques, ces événements étant associés à l'afflux de différents types de 
protéases. Dans certains cas, le potentiel en antiprotéases est suffisant mais, 
lorsqu'il est dépassé par déséquilibre de la balance en faveur des protéases, un 
processus de protéolyse peut se développer. La quantité, la localisation et la 
spécificité des protéases déterminent l'étendue, le lieu et le type de dommage 
subi par la matrice extracellulaire. Nous nous limiterons à la description des 
dommages causés par I'ELH et la Cat G, l'ELH jouant un rôle majeur dans la 
pathogénèse de nombreuses maladies pulmonaires (1 10, 1 11). 

Des études in vitro montrent que I'ELH et la Cat G dégradent 
rapidement et efficacement l'élastine pulmonaire en peptides (82, 1 12). D'autre 
part, des études in vivo montrent que l'instillation d'ELH (1 13, 114) ou de 
PR3 (77) chez l'animal provoque le développement d'un emphysème. 

De même qu'il existe plusieurs mécanismes responsables de 
l'augmentation de la teneur en protéases in vivo, une grande variété de 
processus mènent à une baisse de la protection par les antiprotéases. Cette 
baisse peut être de caractère génétique (emphysème associé à un déficit en 
al-PI) (115) ou la résultante d'une modification de la structure etlou de la 
fonction des antiprotéases (pollution, tabagisme, oxydants) (Fig. 5). 

B. II. 1. L'emphysème d'origine génétique 

L'association entre déficit en a 1 -PI et emphysème pulmonaire 
panlobulaire, mise en évidence par Laurel1 et Eriksson en 1963 (1 16), a été 
confirmée par l'étude de centaines de cas. La destruction du tissu pulmonaire 
est causée par des protéases qui ne peuvent être inhibées par l'al-PI présente 
en trop faible quantité. 

B. II. 2. Emphysèmes dus au tabagisme et  aux 
aérocontaminants 

Ils peuvent être d'origines variées, et ne sont pas provoqués par un 
déficit en al -PI : ils pourraient s'expliquer par une diminution du potentiel 
d'activité antiprotéasique. Dans la majorité des cas, ces emphysèmes se 
développent chez des sujets fumeurs ou exposés régulièrement à des polluants 



(fumées, poussières), ce qui engendre un état inflammatoire permanent avec 
production d'oxydants par les cellules inflammatoires (Fig. 5). Une altération 
de la qualité des inhibiteurs (al-PI et MPI) tous deux sensibles à ces composés 
en est la conséquence (1 17). 

B. II. 2. 1. Sensibilité de l'al-PI aux oxydants 

Des études in vitro montrent que l'oxydation du résidu Met358 en 
position Pl  du site actif de l'al-PI conduit une molécule ayant perdu de son 
activité fonctionnelle puisque sa constante d'association à l'ELH diminue d'un 
facteur de 2 000 (1 18). L'al-PI oxydée in vivo par des métabolites oxygénés a 
aussi un potentiel d'activité antiprotéasique diminué. 

B. II. 2. 2. Sensibilité du MPI aux oxydants 

La première étude in vitro a été effectuée par Carp et Janoff (1 19) 
sur le MPI et HUSI-1. Les deux inhibiteurs sont inactivés par la fumée de 
cigarette, par des oxydants chimiques (N-chlorosuccinimide et chloramine-T) 
et par le système oxydatif dérivé des phagocytes représenté par la 
myéloperoxydase en présence de H202, de glucose-oxydase et d'ions Cl-. Leur 
capacité inhibitrice envers I'ELH est préservée en présence d'antioxydants 
phénoliques tels que le thymol et l'hydroquinone. Ce résultat suggère que des 
réactions d'oxydation sont impliquées et que les résidus Met (Met73 est en 
position P'1 dans le site actif) présents dans la molécule sont modifiés. 

Cette réaction peut avoir une incidence importante en pathologie 
respiratoire chez les fumeurs et chez les malades atteints de bronchite 
chronique obstructive au cours de laquelle on observe un état inflammatoire. 
L'inhibiteur oxydé, qui est alors rendu inactif, ne permettrait plus à la 
muqueuse bronchique de se défendre vis-à-vis des enzymes granulocytaires. 

Les résultats de Carp et Janoff (119) obtenus avec la 
myéloperoxydase de Chien ont ensuite été confirmés par Krarnps et coll. (120) 
avec la myéloperoxydase humaine. La capacité inhibitrice du MPI envers 
I'ELH et la trypsine bovine est rapidement détruite en présence de 
myéloperoxydase libérée par des neutrophiles stimulés par des esters de 
phorbol. La capacité inhibitrice n'est pas modifiée lorsque les neutrophiles ne 
sont pas stimulés, ce qui exclut les réactions d'oxydation engendrées par les 

radicaux de type 02' ou OH'. L'addition d'azide de sodium, de catalase ou de 
méthionine prothge complètement l'activité de l'inhibiteur. Cela montre que les 



oxydants produits par la myéloperoxydase sont responsables de l'inactivation et 
que des résidus Met sont présents dans le site actif du MPI. 

En conséquence, 1'ELH qui est aussi libérée par les neutrophiles 
stimulés, peut détruire les structures tissulaires adjacentes au site 
inflammatoire, en l'absence d'inhibiteur fonctionnel (1 2 1). 

B. II. 2. 3. Rôle' spécifique de l'inhibiteur bronchique dans 
1 'emphysème 

Actuellement, seuls Lucey et coll. (122) ont montré le rôle 
protecteur du rSLPI dans l'évolution de l'emphysème expérimental induit chez 
le Hamster ; l'inhibiteur est en effet capable de diminuer le taux de dégradation 
de l'élastine lorsqu'il est instillé avant 1'ELH. Willems et coll. (123) ont par 
ailleurs montré une augmentation du nombre de cellules synthétisant le MPI au 
niveau bronchiolaire au cours de l'emphysème, suggérant un rôle de défense 
important du MPI dans cette pathologie. 

Dans tous les cas d'emphysèmes d'origine non génétique, le 
mécanisme précis par lequel le déséquilibre protéase-antiprotéase conduit à la 
constitution d'un emphysème pulmonaire est inconnu. 

B. II. 3. Maladies chroniques obstructives 

L'implication des protéases dans d'autres phénomènes, notamment 
dans l'induction d'hypersécrétion de mucus, est importante dans les pathologies 
telles que la bronchite chronique obstructive et la mucoviscidose (Fig. 5). 
L'instillation d'ELH à l'animal provoque une métaplasie de type apocrine des 
cellules épithéliales sécrétrices de l'arbre trachéobronchique (1 24- 126). 
L'augmentation de la quantité de mucus sécrété provoque une obstruction des 
voies aériennes supérieures et peut perturber le système d'épuration 
mucociliaire (127). D'autre part, 1'ELH peut aussi léser l'épithélium 
respiratoire cilié (89) et en conséquence diminuer la fréquence de battements 
des cils (128, 129). Il s'ensuit une stagnation du mucus, ce qui peut entretenir 
et aggraver des pathologies associées à une hypersécrétion de mucus. 

Une étude récente montre que l'instillation intratrachéale de rSLPI à 
l'animal permet de diminuer l'effet de l1ELH, instillée dans un deuxième 
temps, sur l'induction de la métaplasie (122). 



CONCLUSION 

Quelles que soient les circonstances, un potentiel important de protéases 
est présent dans les sécrétions bronchiques, le contrôle de l'action de ces 
enzymes étant assuré par diverses antiprotéases. Certaines pathologies 
sont bien comprises quant à leur origine (emphysème génétique) mais la 
plupart restent à élucider dans leurs mécanismes moléculaires. Par exemple, on 
ne s'explique pas pourquoi les malades atteints de mucoviscidose ou de 
dilatation de bronches, affections dans lesquelles on observe une augmentation 
spectaculaire d'activités protéasiques, ne développent pas d'emphysème. 

En ce qui concerne le rôle exact du MPI au niveau bronchique et 
alvéolaire, rien n'est encore bien défini. Actuellement des essais d'injection ou 
de traitement par aérosol à l'aide du rSLPI sont effectués chez l'homme et chez 
l'animal dans le but d'augmenter le potentiel inhibiteur envers 1'ELH. Les 
premiers résultats montrent que le rSLPI administré par aérosol augmente 
sensiblement ce potentiel, tout au moins au niveau des surfaces épithéliales 
(130, 131) alors que par voie intraveineuse il est rapidement éliminé (132). 
Des travaux sont actuellement en cours dans le but de développer la synthèse 
de SLPI par génie génétique afin de l'administrer à des patients atteints de 
mucoviscidose et/ou dans les cas de déficit en a l - P I  (133). Travis et Fritz 
(134) ont toutefois soulevé des problèmes quant à la conception d'inhibiteurs 
d'ELH dans un but thérapeutique. Dans le cas du MPI, sa petite taille est un 
avantage mais aussi un inconvénient car une diffusion rapide ne lui permettra 
pas d'agir efficacement. D'autre part, il faudra envisager de fabriquer des 
molécules de MPI mutantes rendues insensibles aux oxydants de manière à 
rendre optimal son potentiel inhibiteur. 
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A. PREPARATION DE L'INHIBITEUR BRONCHIQUE 

Le but de notre travail était d'obtenir le MPI sous sa forrne native à l'aide 
d'une méthode non dénaturante. D'emblée nous avons écarté la 
chromatographie d'affinité sur enzyme immobilisé qui conduit à un faible 
rendement en inhibiteur natif (33,40,42-46). Trois méthodes ont été essayées, 
deux étant considérées comme non dénaturantes : l'ultrafiltration et 
l'ultracentrifugation. L'ultracentrifugation, basée sur la densité des produits à 
séparer, est un procédé couramment utilisé pour purifier les mucines 
bronchiques (135-138). La troisième méthode est celle décrite par Boudier et 
coll. (48) qui comporte une étape d'extraction en milieu fortement acide. 

A. 1. L'ULTRAFILTRATION I 

Le mucus bronchique a été dilué dans 12 volumes d'eau Millipore selon 
Feldhoff et coll. (136). Le surnageant obtenu après centrifugation a été 
ultrafiltré sur différentes membranes ayant des seuils d'exclusion de 
Mr = 100 000 puis 30 000 ; ce procédé a été utilisé afin de séparer les 
constituants de Mr élevée dont font partie les mucines des protéines de plus 
faible Mr : MPI, lysozyme, lactotransferrine. De plus, cette méthode devait 
nous permettre d'évaluer les quantités de MPI sous forrne libre et sous forme 
complexée à des enzymes (139) ou d'autres constituants du mucus. 

La fraction de Mr > 100 000 a été soumise à un procédé dénaturant en 
milieu fortement acide afin de libérer le MPI complexé aux macromolécules 
au sein du mucus (33). En comparaison, une partie du même mucus a subi 
directement le traitement acide suivi d'une chromatographie d'échange de 
cations selon Boudier et coll. (48). Les résultats des différents protocoles ont 
ensuite été comparés. Ceux-ci sont présentés dans l'article suivant : 

"Evidence for the tight binding of hurnan mucus proteinase inhibitor to 
highly glycosylated macromolecules in sputurn" 1 
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Evidence for the Tight Binding of Human Mucus Proteinase Inhibitor 
to Highly Glycosylated Macromolecules in Sputum 

Isabelle VAN-SEUNINGEN, Monique DAVRIL and Annette HAYEM 

Unité INSERM No 16. Lille. France 

(Received 2 March 1989) 

Summary:Two extraction procedures of non-purulent 
sputum for the isolation of human mucus proteinase 
inhibitor (MPI) in its free and bound forms have been 
assayed. The dissociating procedure involved sputum 
homogenization in I M  NaCl and 4% (wlv) trichloro- 
acetic treatment. When the soluble material was 
applied to a CM-Tiisacryl column, a non-negligible, 
MPI-related inhibitory activity was recovered with 
the highly glycosylated constituents not retained on 
the column; the amount of MPI released in a free 
form was retained and eluted from the column accord- 
ing to the basic character of this inhibitor. 
The non-dissociating procedure consisted in a high 
water dilution (1 : 12) of sputum, known to bring into 
solution the macromolecular, fibrillar constituents, 
which was followed by ultrafiltration on selected M, 

cut-off membranes. Al1 the inhibitory activity was re- 
covered with the high M, (> 100000) fraction which 
was shown on SDS-PAGE to be essentially composed 
of strongly glycosylated material; on electrophoretic 
analysis under non-reducing conditions, the MPI ac- 
tivity was visualized as three bands which corre- 
sponded to the inhibitor released from this high M, 
fraction in the presence of SDS. As mucin-type 
molecules are the major, highly glycosylated con- 
stituent~ of branchial secretions, it is suggested that 
they are responsible for the entrapping of MPI within 
their macromolecular network; it would appear that, 
as well as forlysozyme, electrostaticinteractionsoccur 
between the acid charges of mucins and the basic 
charges of MPI.The possible in vivo consequences of 
these interactions on MPI activity are discussed. 

Nuch weis einer festen Bindung zwischen menschlichem 
Mucus-Proteinuseinhibitor und hochglycosylierten Makromolekülen im Sputum 

Zusammenfassung: Es wurden zwei Methoden für 
die Isolation menschlichen Mucus-proteinaseinhibi- 
tors (MPI) in freier und gebundener Form aus nicht- 
eitrigem Spiitum untersucht. Bei der dissozierenden 
Methode wurde das Sputum in 1~ NaCl homogeni- 
siert und mit 4proz. (wlv) Tnchloressigsaure behan- 
delt. Nach Aufbringen des loslichen Anteils auf eine 
CM-Trisacryl-Saule wurde ein deutlicherAntei1 MPI- 
artiger Hemmwirkung in der Fraktion der hoch- 
glycosylierten, von der Saule nicht zurückgehaltenen 

Bestandteile gefunden. Der Anteil des freigesetzten 
Inhibitors dagegen eluierte entsprechend seinen 
basischen Eigenschaften von der Saule. 
Bei der nicht dissoziierenden Methode wurde das 
Sputum zunachst stark mit Wasser verdünnt (1: 12), 
wodurch bekanntlich die makromolekularen, fibnlla- 
ren Bestandteile in Losung gehen. Darauf folgte eine 
Ultrafiltration durch Membranen, die für bestimmte 
Molekularmassen selektiv sind. Die gesamte Hemm- 
aktivitiit befand sich in der Fraktion mit Mr-Werten 

Enzymes: 
Bovine chymotrypsin (EC 3.4.21.1); 
bovine trypsin (EC 3.4.21.4). 

Ahhreviarions: 
hlPI: mucus proteinase inhibitor; SDS: sodium dodecyl sulfate; PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis; PAS: periodic acid - 
Schiff; CM: carboxyrnethyl; Bz-Arg-Nan: Na-benzoyl-L-arginine 4-nitroani1ide:TCA: trichloroacetic acid. 
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über 100000. Sie bestand überwiegend aus hoch- 
glycosyliertem Matenal, wie mittels SDS-PAGE ge- 
zeigt werden konnte. Durch Elektrophorese unter 
nicht-reduzierenden Bedingungen wurde die MPI- 
Aktivitat in 3 Banden aufgetrennt, die dem durch 
SDS aus der hochmolekularen Fraktion freigesetzten 
Inhibitor entsprachen. Da die hochglycosylierten 
Bestandteile von Bronchialsekreten hauptsachlich 
mucinartige Moleküle sind, wird vermutet, dan sie 

für das Abfangen des MPI innerhalb ihres makro- 
molekularen Netzwerks verantwortlich sind. M6g- 
licherweise treten, ahnlich wie beim Lysozym, elek- 
trostatische Wechselwirkungen zwischen den Saure- 
gruppen des Mucins und den basischen des MPI auf. 
Die moglichen Auswirkungen dieser Wechselwir- 
kungen auf die MPI-Aktivitat in vivo werden dis- 
kutiert. 

Key words: Human mucus proteinase inhibitor, highly glycosylated macromolecules, binding, sputum. 

Human mucus proteinase inhibitor, named MPI as 
suggested by ~ritzl'l, is present in various secretions 
and has been shown to be produced locally in the re- 
spiratory tractkz1. Although its isolation has been car- 
ried out from different source~P-~1, it is now well es- 
tablished that this protein originates from a single 
gene161. Its structure has recently been deter- 
minedi'~s~7~ and its inhibitory activity against serine 
proteinases has been extensively de~cribed['-~1. 
Human MPI is a potent inhibitor of polymorphonu- 
clear leukocyte proteinases, elastase and cathepsin G, 
which is thought to play an efficient role in the de- 
fence of different tissues against these enzymes. Its in- 
hibitory capacity against bovine pancreas trypsin and 
chymotrypsin has been useful for its isolation on affin- 
ity c o ~ u m n s ~ ~ , ~ ~ .  Human MPI has been isolated from 
sputum by several gro~psB*9-'21. Al1 authors used in 
the initial step a dissociating agent which was shown 
necessary to release free inhibitor from other sputum 
constituents. Moreover, the acid-stable character of 
MPI rendered possible the use of perchloric a~ id l '~ ]  or 
trichloroacetic acidi9.'21 in order to dissociate the pro- 
teinase-inhibitor complexes: this acid treatment had 
the advantage to bring MPI into solution and to re- 
move the major part of proteins by precipitation.The 
recovery of free MPI was thus dependent on the effi- 
ciency of the dissociating procedure. 

In  the present work, our aim was an investigation of 
the free and bound forms of MPI under dissociating 
and under non-dissociating conditions, with special 
attention to the molecular species responsible for en- 
trapping this inhibitor in sputum. 

Materials and Methods 

Non purulent sputum was obtained fromone patient suffenng from 
bronchiectasis. Bacteriologicai screening indicated the presence of 
a few Serratia as the unique strain. Specimens were collected daily 
and stored at - 20 "C until use. After thawing, the pooled matenal 
(1 000 ml) was submitted to different extraction procedures as de- 
scribed below. 

All chemicals were of analytical grade. CM-Tnsacryl M was 
supplied by IBF, France. Rabbit IgG against human MPI from 
branchial origin were kindly provided by Dr. J. M. Tournier (Unite 
INSERM No 14. Nancy. France). Peroxidascconjugatedgoat anti- 
rabbit IgG were from Nordic. 

The preparation procedures are summanzed in Fig. 1. 

Dissociating procedure 

Sputum (600 mi) was blendered at + 4 "C in an equal volume of 2~ 
NaCl for small p e n d s  (10s) until al1 viscous matenal wasdispersed; 
solid trichloroacetic acid (TCA) was then added, under vigourous 
stimng, to a concentration of 4% (wlv) and the mixture was further 
gently stirred for 18 h at + 4OC.The acid-precipitated matenal was 
removed by centrifugation at 30000 x g for 30 min at + 4 OC and the 
supematant was neutralized with l~ NaOH.The solution was then 
dialysed (Spectrapor membrane, molecular mass cut-off 3500). 
fint against water and further against 0 . 0 5 ~  sodium acetate buffer, 
pH 5.5 and stored at -20 OC until use. 

Non-dissociating procedure 

An aliquot (200 mi) of sputum was diluted 1 to 12 with deionized 
water and left at + 4"Covernight under gentle stimng.The suspen- 
sion (2600 mi) wascentnfuged at 3000 x g for30 min and the super- 
natant was filtered on a Minitan ultrafiltration system (MiIlipore). 
First, a membrane assembly with a 100000 molecular mass cut- 
off resulted in the obtention of a retentate referred to as fraction 
> 1000OOd (nd: non-dissociating); the filtrate was then passed 
through a30000cut-off membraneassembly which retained fraction 
100000-30000.The unretained matenal wasfinally filtered through 
aYM5 membrane (Amicon) which resulted in fraction 30000-5000. 
Each retentate was brought to 100 ml final volume before storage at 
-20 OC.ïko 2Wml aliquots were processed as above. 

Dissociating treatrneni of the M, > 100000, fraction 

This fraction was subjected to treatment with NaCl ( l u  final con- 
centration) followed by TCA addition (4% wlv). After neutraliza- 
tion and dialysis. the supematant was divided into two halves (Fig. 
1): the first one was processed as theTCAextract directly obtained 
in the dissociating procedure, i.e. cation-exchange chromaiog- 
raphy, as described below; the other one was subjected to ultrafitt- 
ration on the 100000-membrane assembly which allowed the s e p  
aration of a retentate referred to as fraction > 100000, (d: dissociat- 
ing) and of an unretained fraction (M, < 100000,). 

Ion-exchange chromatography on CM-Trisacryl 

After dialysis against 0 . 0 5 ~  sodium acetate buffer. pH 5.5 the mate- 
rial was applied to a CM-Trisacryl column (25 x 200 mm) equilib- 
rated in the same buffer. After washing until al1 unretained material 
was recovered. elution was performed by a 0 - 0 . 5 ~  NaCl gradient 
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Dissocia ting procedure Non-dissociating procedure 
1 vol. sputum (600 ml) 1 vol. sputum (200 mlx 2) 

+ 1 vol. NaCl 2 u  + 12 vol. water 
+ 49/0 TCA 1 

Ultrafiltration 

Supernatant 

1 + 1 vol. NaCl 2u 
CM-Trisacryl +4%TCA 

+ 
CM-Trisacryl Ultrafiltration 

Supernatant 

Fig. 1. Dissociating and non-dissociating procedures for the 
isolation o f  MPI-containing material from non purulent 
sputum. 

k 
30000-5000 

in the above buffer. at room temperature.The collected fractions 
were analysed for protein absorbance at 278 nm and for neutral 
supar content by an automated orcinol assayli31. lnhibitory activity 
uas measured in microtitration plates: aliquots (5 pl) were mixed 
uith 20(Jçrlof 0.05~TridHCI buffer, p H  8.0in the wells; a stocksol- 
ution of active-site titrated bovine trypsinli41 (6 mglmlin HCI l m ~ )  
was diluted 400-fold just before use in  0.5~TrisfHCI buffer, p H  7.8 
containing 0 . 0 2 ~  CaCI, and 0.1% (wlv) gelatin as inlisl and 20 pi 
uere added: after a 15 min incubation period at room temperature, 
20 pl of a l0mu solution of Bz-Arg-Nan (from Merck) in  dimethyl- 
formamide were finally added; absorbance at 405 nm was measured 
on a Uniskan II (ïïtertek) reader after varying periods. 

Elecrrophoreric analysis 

SDS-PAGE was performed according to ~aemml i l l~ l  without pre- 
treatment of the samples by 2-mercaptoethanol. Part of the gel was 
submitted to electric transferli71 on a nitrocellulose sheet (0.2 çrm 
porosity. Schleicher & Schüll) in  a Novablot unit (LKB). according 
to the manufacturer instructions. M, markers (Pharmacia) were 
5tained on the nitrocellulose sheet with Amidoschwarz. Im- 
munochernical revelation was performed according to the method 
oflgwbin et with one modification: saturation wascarried out 
with Tris buffer, containing 4% (wlv) defatted milk instead of 
bovine albumin. Pemxidasc was developed as described by 
Hawkes et Protein bands on the gel were stained with 
Coomassie blue R-250. lnhibitory activity on bovine chymotrypsin 
was visualized, after removal of SDS from the gel withïkiton X- 

1di9I, by the method of Unel and ~ e r ~ e s l " ~ .  Carbohydrate-con- 
taining material was stained by the PAS reagentlXJ. 

Results and Discussion 

Fractions recovered from the dissociating proceditre 
The procedure comprising homogenization of non- 
purulent sputum with 1~ NaCl followed byTCA ex- 
traction and fractionation on the cation-exchange 
resin CM-Trisacryl was previously described by 
Boudier et a1.1~~1. It was chosen in this work as the re- 
ference method for the isolation of MPI: although the 
column equilibration buffer used was different 
( 0 . 0 5 ~  sodium acetate, pH 5.5, instead of 0 . 0 1 5 ~  
sodium phosphate, pH 6.5 in ref.[l2I), a similar profile 
was obtained with the NaCl gradient. As shown in 
Fig. 2A, the major, unretained fraction exhibits exten- 
sive reaction with orcinol, which indicates its high car- 
bohydrate content; among the retained fractions, 
oniy that eluted at the beginningof the NaCl gradient 
is weakly orcinol reactive. Trypsin inhibitory activity 
is recovered partly in the unretained fraction and also 
localized in two retained, uncompletely resolved frac- 
tions(de1imited by a baron thediagram). Starting from 
600 ml sputum, 2.76 g orcinol-reactive, unretained 
fraction and 5.2 mg free MPI were finally recovered 
after dialysis and lyophilisation. Analysis on SDS- 
PAGE in non-reducing conditions (not shown) al- 
lowed the visualization of inhibitory activity in the 
above fractions as three bands with M, values of 
26000, 20000 and 15000, the double-peak fraction 
eluted at the end of the gradient being identified as 
lysozyme. Immunochemical staining on nitrocel- 
lulose using antibodies against human branchial MPI 
also showed positive reaction for the inhibitory bands 
contained in the unretained and retained fractions. 
These results clearly indicate that the saltlacid-ex- 
tracted material obtained by the dissociating proce- 
dure contains: 

1) part of MPI which is associated with carbohydrate- 
rich components not retained on the CM-Trisacryl 
column; 

2) free MPI which, owing to its basic character, is re- 
tained on the column and only elutes with increas- 
ing ionic strength. 

As their aim was to set up a rapid procedure for the 
isolation of free MPI for further characterization and 
extensive structural studies, Boudier et al.[l2l did not 
analyse the unretained fraction; Our results show that 
MPI was uncompletely released in a free form by the 
NaCImCA extraction procedure or, if completely re- 
leased, part of it reassociated with the carbohydrate- 
rich components during the dialysis step before col- 
umn fractionation. 
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Fract. no. 

Fract. no. 

Fractions recovered from 
the non-dissociating procedure 

We then attempted to isolate the different (bound and 
free) forms of MPI under which it would naturally be 
present in bronchial secretions. Extensive dilution of 
sputum with water which has already been described 
for the solubilisation of mucus glycoproteinslul, was 
used; it was followed by ultrafiltration on a series of 
membranes with selected M, cut-off (Fig. 1). This al- 
lowed to obtain fractions with different M, values 
which were analysed on SDS-PAGE (Fig. 3). Inhibit- 
ory activity visualized as three bands (part B) and spe- 
cific immunochemical staining (part C) show that 
MPI initially present in the sputum sample (slots4,8) 
is recovered only in a fraction with M, > 100000 (slots 
5,9). No inhibitory activity is visible in fractionsof M, 
100000 - 30000 (slot 6) and 30000 - 5000 (slot 7) 
neither is immunoreactive inhibitor present in frac- 

Fig. 2. Fractionation on CM-Tnsacryl col- 
umn of MPI-containing matenal. 
A: salflCA-extracted material obtained 
from 600 ml of sputum by the dissociating pro- 
cedure; B: MI < 1000OOd fraction recovered 
after ultrafiltration of the saltfïCA-extracted 
high MI (> 1000OOd) fraction obtained from 
200 ml of sputum by the non-dissociating 
procedure. Flow rate: 40 mllh; fraction vol- 
ume: 5 ml; buffer: 0 . 0 5 ~  sodium acetate, 
pH5.5. 

tions of M, 100000 -30000 (slot 10).Thus, al1 inhibit- 
ory activity is associated with high M, (> 100000) 
components which are shown after protein staining 
(part A, slot 2) to remain at the top of the separation 
gel and to be carbohydrate-rich, as indicated by their 
high PAS reactivity (part D, slot 12). It is noticeable 
that lysozyme is also recovered in this fraction (part A, 
slot 2). M, fraction 100000 - 30000 was expected to 
contain at least the complexes formed between MPI 
and its target serine proteinases from polymor- 
phonuclear leukocytes, i.e. elastase and cathepsin G; 
these complexes, if present, would have released 
free, active MPI by the denaturing effect of SDS in 
the course of the electrophoretic procedure. Thus, 
sputum dilution 1 : 12 with water, by lowering the ionic 
strength of the sputum sample, might favour the close 
association of MPI with carbohydrate-rich, high M, 
constituents. 
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Fig. 3. Analysis on SDS-PAGE (10-25% gradient) of the different fractions obtained by the non-dissociating procedure upon 
ultrafiltration on selected membranes. 
A: protein staining with Coomassie blue; B: inhibitory activity upon bovine chymotrypsin; C: immunochemical revelation on 
nitrocellulose with anti-human MPI IgG; D: PAS reaction of carbohydrate-containing material. Slots: 1,4,8,11, whole sputum 
sample; 2,5,9,12, M ,  > 1000OOnd fraction; 3,6,10,13, fraction 100000 -30000; 7, fraction 30000-5000; 14, human al-acid glycopro- 
tein. Only the M ,  markers were reduced.The band at M ,  15000 is lysozyme. 

Recovery of inhibitor from the M, > 100000, fraction 

As no free inhibitor could be characterized in the low 
M, fractions by the non-dissociating procedure, the 
MPI-containing M, > lûûûûû,, fraction was further 
subjected to the dissociating procedure, includingsalt 
and acid treatments (Fig. 1). 

When directly applied to the CM-Trisacryl column, 
half of the salttacid-treated material gave, as ex- 
pected, a separation profile (not shown) quite similar 
to that obtained in Fig. 2A, starting from whole 
sputum. MF1 was present: 

1) in bound form with the unretained carbohydrate- 
rich fraction; 

2) in free form retained on the column, as in the case 
of whole sputum. 

From the retained inhibitory fraction, 1.8 mg free 
MPI was finally recovered starting from the material 
applied to the column which corresponded to 200 ml 
of sputum. 

Half of the saltiacid dissociated material was submit- 
ted again to ultrafiltration on a M, 100000 cut-off 
membrane (Fig. 1). SDS-PAGE analysis shown in 
Fig. 4 bnngs evidence that the inhibitory activity ini- 

tially present in the M, > 100000,, starting matenal 
(slots 1, 4) is recovered both in fraction with M, > 
1ûû000 (slots 2,s) and in fraction with M, < 1ûûOOO 
(slots 3, 6). Noticeable again is the presence of 
lysozyme in the fractions containing the inhibitory ac- 
tivity (part A, slots 1-3). The M, < 100000, fraction 
which contained inhibitor dissociated from high M, 
(> 100000) components was finally applied to the 
CM-Trisacryl column in the same conditions as given 
above. As shown in Fig. 2B, this material contains a 
low amount of orcinol-reactive, unretained compo- 
nents; two small inhibitory peaks are separated with 
the NaCl gradient. Less than 0.2 mg free MPI was re- 
covered, corresponding to 200 ml of sputum in the 
starting material. 

From these results it was obvious that most of the in- 
hibitor remained associated to the M,> 100000, frac- 
tion, which explained why only a low amount of free 
MPI could be recovered from the cation-exchange 
column. In fact, MPI released in a free form following 
the dissociation step tends to reassociate with the high 
M, components when the salts originally present in 
the MPI-containing material are removed from the re- 
tentate by sieving through the ultrafiltration mem- 
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Fig.4. Analysis on SDS-PAGE (10-25% gradient) of the 
M ,  > 1000OO,,d fraction after being submitted to the dissociating 
procedure. 
A: protein staining with Coomassie blue; B: inhibitory activity 
upon bovine chymotrypsin. Slots: 1,4,TCAsoluble material be- 
fore ultrafiltration; 2,5, M, > lOOOOOd fraction; 3,6: Mr < 
1000OOd fraction.The band at Mr 15000 is lysozyme. 

brane. This result brings another evidence that the 
ionic strength of the solvents greatly influences the 
behaviour of MPI when in presence of high M, 
sputum constituents. 

Physiological considerations 

Mucin-type glycoproteins represent the major con- 
stituent~ of bronchial s e ~ r e t i o n s f ~ ~ ~ .  They are known 
to play a significant role in determining the rheologi- 
cal properties of the sputum, both in the normal and 
pathological States. Their carbohydrate content is 
about 70% of total mass, the composition including 
neutral sugars, hexosamines, sialic acid and sul- 
fatelSI. Interactions between basic proteins and mu- 
tins have already been investigated.The existence of 
complexes between lysozyme and mucus glycopro- 
teins rich in sialic acid was previously de~cr ibedl~~l ;  
this interaction which was shown to diminish with the 
increase of ionic strength was primarily but probably 
not exclusively of electrostatic 0riginf~~1. Binding of 
basic, although not identified low M, proteins to. 
glycoproteins was shown to occur when rnucins were 
extracted under non-denaturing conditions from 
human tracheal aspiratesIZ1; the authors suggested 

that non-covalent interactions involved the amino 
groups of the basic proteins and the negatively 
charged residues of the glycoproteins. Another work 
reported that lysozyme and the acid mucinsof sputum 
from patients with chronic obstructive lung disease 
formed aggregates at low ionic strength, probably as 
the result of electrostatic interactions between the 
tw01~~1. 

In the present work, such in vitro interactions were 
shown to occur also between another basic protein, 
MPI, and mucin-type glycoproteins. Although they 
are reasonably thought to be of electrostatic origin, 
their exact nature remains to be precised as well as 
their occurrence in vivo. Assuming that Salt concen- 
tration normally present in bronchial secretions is 
identical to physiological molarity (0 .16~  NaCl), con- 
ditions are in favour of in vivo interactions of MPI 
with rnucins. We can therefore suggest a role for MPI 
in protecting the mucin layer on the surface of the 
bronchial epithelium from the hydrolytic attack by 
neutrophil proteinases. Alternatively, the conse- 
quence of this interaction might be a lack of accessibil- 
ity of bound MPI to the sites where its target pro- 
teinases, elastase and cathepsin G, are released. It 
must be recalled that rnucins are synthesized mainly 
in the mucous cells of the submucosal glands in the 
bronchial epithelium and that MPI is produced with 
lysozyme and lactoferrin in the serous cells of the 
same glandsw. Therefore, it cannot be excluded that 
interactions between these components might occur 
at the sites of secretion. Alterations of the electric 
charges of rnucins by bound MPI might also lead to 
modifications of the viscoelastic properties of 
sputum. Whether mucin-bound MPI can efficiently 
participate to the mucosal defence of the respiratory 
tract against proteolytic enzymes remains to be in- 
vestigated. 

This work was supported by the Centre Nationaldela Recherche 
Scientifique (GDR no 147). 

References 

1 Fritz, H. (1988) Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369, suppl., 
79-82. 

2 Kramps. J.A., Franken, C.. Meijer, C.J.L.M. & Dijkman. 
J.H. (1981) 1. Histochem. Cytochem. 29,712-719. 

3 Hochstrasser, K.. Reichert, R., Schwarz, S. &Werle, E. 
(1972) Hoppe-Seyler's 2. Physiol. Chem. 353,221-226. 

4 Thompson, R.C. & Ohlsson, K. (1986) Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A. 83,6692-66%. 

5 Seemüller, U., Amhold, M., Fritz, H., Wiedenmann, K., 
Machleidt, W., Heinzel, R., Appelhans, H., Gassen. 
H.-G. & Lottspeich, E (1986) FEBS Lett. i99,43-48. 

6 Stetler, G., Brewer, M.T. &Thompson, R.C. (1986) Nuc- 
leic Acids Res. 14,7883-78%. 

7 Grutter, M.G., Fendrich, G., Huber, R. & Bode, W. 
(1988) EMBO J. 7,345-351. 



Vol. 370 (1989) Binding of Mucus Proteinase Inhibitor to Highly Glycosylated Macromolecules 755 

Gauthier, F., Fryksmark, U., Ohlsson, K. & Bieth, J.G. 
(1982) Biochim. Biophys. Acta 700,178-183. 
Smith, C.E. & Johnson, D.A. (1985) Biochem. J. 225, 
463-472. 
Ohlsson. K., Tegner, H. & Akesson, U. (1977) Hoppe- 
SeylerS 2. Physiol. Chem. 358,583-589. 
Stockley, R.A., Morrison, H.M.. Smith, S. &Tetley,T. 
( 1981) Hoppe-SeylerS 2. Physiol. Chem. 365.587-595. 
Boudier, C., CarvalIo, D., Roitsch, C., Bieth, J.G. & 
Counney, M. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 253,439- 
445. 
Demaille, J., Dautrevaux, M., Havez, R. & Biserte, 
G.(1965) Bull. SOC. Chim. France U, 3506-3511. 
Chase,T., Jr. & Shaw, E. (1967) Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 29,508-514. 
Kramps, J.A., van Twisk, C., Klasen, E.C. & Dijkman, 
J.H. (1988) Clin. Sci. 75,53-62. 
Laemmli, U.K. (1970) Nature (London) 227,680-685. 
Towbin, H., Staehe1in.T. & Gordon. J. (1979) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 76,4350-4354. 

Hawkes, R., Niday, E. & Gordon, J. (1982) Anal. 
Biochem. iî9.142-147. 
Granelli-Piperno, A. & Reich, E. (1978) 1. Exp. Med. 148, 
223-234. 
Uriel, J. & Berges, J. (1968) Nature (London) 2l8.578- 
580. 
Zaccharius, R.M. ,Teu,T.E., Momson, J.H. & Woodlock, 
J.J. (1969) Anal. Biochem. 30,148-152. 
Slayter, H.S., Lamblin, G., LeTreut, A., Galabert, C., 
Houdret, N., Degand, P. & Roussel, P. (1984) Eur. J.  
Biochem. 142,209-218. 
Houdret. N . .  LeTreut, A., Lhermitte, M., Lamblin, G., 
Degand, P. & Roussel, P. (1981) Biochim. Biophys. Acta 
668,413-419. 
Creeth, J.M., Bridge, J.L. & Horton, J.R. (1979) 
Biochem. J.181,717-724. 
Harbitz, O.. Jenssen,A.O. & Smidsrod, 0. (1984) Eur. J .  
Respir. Dis. 65,515-520. 
Snydcr, C.E., Nadzicjko, C.E. & Herp, A. (1982) Int. J .  
Biochem. 14,895-898. 

IsabelleVan-Seuningen, Monique Davril* and Annette Hayem, Unit6 INSERM NO 16, 
Place deverdun, F-59045 Lille Cedex, France. 

* To whom correspondence should be sent. 



CONCLUSIONS 

1. La méthode d'ultrafiltration effectuée dans des conditions de 
faible force ionique pour favoriser la dispersion des rnucines, n'a pas permis la 
séparation du MPI sous forme libre ou sous forme de complexes avec des 
enzymes : la totalité de l'inhibiteur présent dans le mucus est restée 
associée aux rnucines. 

2. Le MPI n'a pu être séparé partiellement des rnucines qu'à la suite 
du traitement par l'acide trichloracétique. 

3. Cette méthode n'est donc pas adaptée à notre problème : la 
purification du MPI en grande quantité devra s'effectuer dans des conditions 
plus dissociantes, notamment en présence d'une force ionique élevée. 

4. Ce travail nous a cependant permis de mettre en évidence des 
interactions de type ionique entre MPI et rnucines. On peut penser que 
in vivo où la concentration en NaCl est environ de 0,15M, 
l'interaction entre le MPI et les rnucines est favorisée. 

On peut donc envisager que le MPI, une fois associé aux 
mucines, a un rôle protecteur contre leur protéolyse par  les 
enzymes libérés par  les neutrophiles. De ce fait, 1' i n h i b i t e u r  
participerait au maintien des propriétés rhéologiques du mucus. 

D'autre part, comme le MPI est synthétisé par les cellules séreuses 
des glandes sous-muqueuses (52) et comme la majeure partie des rnucines sont 
synthétisées par les cellules muqueuses de ces mêmes glandes (140), on peut 
supposer que les deux molécules interagissent dès qu'elles sont sécrétées. Il 
serait donc intéressant de pouvoir caractériser plus précisément les 
zones d'interaction du MPI au sein des molécules de mucines. 



A. II. L'ULTRACENTRIFUGATION 

A la suite des résultats précédents, nous avons choisi d'essayer de 
purifier le MPI en utilisant des conditions dissociantes mais non dénaturantes 
par l'utilisation de l'ultracentrifugation en gradient de bromure de césium 
(CsBr) selon la méthode de Woodward et coll. (137). Cette première étape est 
suivie soit d'une seconde ultracentrifugation effectuée dans les mêmes 
conditions soit d'une étape de chromatographie de gel-filtration en présence de 
NaCl 0,SM. 

Nous avons ainsi pu étudier l'effet de la force ionique sur 
l'interaction entre MPI et mucines décrite dans le paragraphe précédent. 

Dans ce travail, nous avons aussi étudié le comportement du lysozyme 
envers les mucines. Le lysozyme est une autre protéine basique présente dans 
la sécrétion bronchique qui joue un rôle dans la défense de l'arbre respiratoire 
en lysant la paroi des bactéries Gram +. Il est donc intéressant de pouvoir 
comparer les comportements de ces deux protéines qui présentent des 
propriétés physico-chimiques communes et qui sont synthétisées localement par 
les mêmes types de cellules (54). 

Les compositions chimiques en sucres et en acides aminés des mucines 
purifiées dans les différents protocoles ont été comparées afin de mettre en 
évidence un effet possible du traitement acide. Ces mêmes mucines seront 
utilisées dans la suite de notre travail lors des études d'interaction à l'aide du 
dichroïsme circulaire (voir Chapitre II, 5 A.). 

Les résultats sont présentés dans la publication suivante : 

"Strong ionic interactions between mucins and two basic proteins, 
mucus proteinase inhibitor and lysozyme, in human bronchial 
secretions" 
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A-1. Mucinr ware Wtd ftom rputum from a p t h t  4 t h  dvoaic bronchitis and subjected to 
two diirémnt pmpaniion procedum. 

2. In the ûrst proadun, CIBr driuity-gr8âiit ccatrifuption s v e  rUe to two well-sepanted fnctions. 
Mucias recomcd in the highdmrity frrclion uiU conuined mucw proteinas inhibitor (MPI) and 
~urozum+~(~Z).  . 

3. Muein, werc puriilcd dbr r second rtcp of CsBr density-gr8dicnt antrifugition or after gel-filtration 
chrotmtoylphy with r M a  of hi& ionic stmgth. containine 0.5 M Nra.  

4. In ta second pmculure, trichloroacetic rQd tratment of whok sputum followed by a t ionehange 
chromatoprphy rllowd the obtention of a non-rctrincd fraction compod of mucim. 

5. Gel-filtration in buffer contiining 0.5 M NaCI. allowed the rclerrc of MPI and LSZ from mucins. 
thur conRnnin8 that intemaions %il1 occumd ktween thor componentr. 

7. Thev data support the hypothair of the d tenca  of ionic interactions ktwnn basic rmino acid 
miducr of MPI and LSZ and acid rrriducr of the arbohydntc chaim of mucim in the secretions of the 
lare  aimays. 

8. There i n t edons  wuM play r rok in tha protection ofmucins rgiinrt protcolysis and conscquently 
in the maintenance of rheolopcil properticr of the m w  gel in dircuc. 

INTIOOUC~~ON pment in several mucous secretions (Fritz, 1988). 
which are encoded by a single gene (Stetler et al., 

Mucinss the main compoknts human bronchial 1986). This molecule is synthesized in the respiratory 
w ~ t i o n s *  are high-molecuiar m m  ~ o l ~ d i s ~ e *  @Y- t,t main1y in the serou tells of the submuco-1 
co~roteim containing about 80% c a r b h ~ d r a t e  of glands of the branchial cpithelium, together with 
com~lex structue* mostly linked O-d~cosidicall~ !O lactoferrin (Bowes et al., 1981) and LSZ (Franken 

peptide backbone* with the pmnœ sialic et al., 1989). The physiological role of bronchial MPI 
aCid and sul~hatc on the mrbhydrate side c h a h  a ,rine pmteinax inhibitor is to protéct the larger 
(S1ayter ai-* lg84 1988). They aimays from proteolytic degradation by elastase and 
s r e t e d  in the submucosal glands of the hrge a i ~ a p  cathepsin G by polymotphonuclear neu- 
by the the goblet the bronchid trophils at  sites of inflammation (Kramps et al.. 
cpithelium (Basbaum and Finkbeiner. 1989). In the 1988). 
mucus laye[ thal proteCu the human nspiratory Pro&um for the isolation of MPI from bronchial 
muco* the mutins are with various ,,etions take advantage of its acid-stable character 
ponenu such as lipids (Houdret et al., 1986). nucleic and involve a denaturing agent as perchloric 
acids (Lethem et al., 1990) and proteins (Snyderetal-, acid in to rc lew the inhibitor from its protein- 
1982; a'.* Igw). It shown lhat strong complexes (Ohlsson et al., 1977). In our previous 
iOnic occumd bctwetn mucim Ind work (Van-Seuningen et ai.. 1989). a close association 
basic protein, lysozyme (LSZ) (Creeth el al.. 1979). of MPI with mucinçontaining fractions war ob- 
Reccnd~* evidence becIl brought for the d- ,,d wing a nondenaturing sputum extrac- 
ation of another basic protein from bronchial se- tion by water dilution, this rerult 
crctions. mucus protein* inhibitor (MPI), with suggesting low ionic strength to be an important 
high-mokcular mau, carbohydnte-nch componenu factor in the moc.ation 
assumai to be mutins Win-Seuningen et al.* 1989). me p n s n t  Work war undertaken to charactenzc 

Mucus proteinue inhibitor is the common name more pmiisely the of linkafl that o c c u ~  
aven to the low-mokcular m u  (12 kDa) inhibiton ktween mutins M p ~  within the sputum. F~~ the 

isolation of those componenu, we chose as fint 
procedure CsBr density-gradient centrifugation. 70 whom comrpondmcc should k rddmrcd. 

MPI, mw inhibitor; LSz known to separate the bulk of proteins from mucins. 
lym- M,, rclrtivr molculir mur; S D ~ P ~ G E ,  The efféct of the ionic strength for further mucin 
d i u r n  dodccyl r u l p ~ t ~ p o l y a c r y ~ m j ~  electm purification was studied by gel-filtration. The second 
p h o d .  TCA. trichIoracetic acid; CM. cor- procedure. which was previously used to purify MPI, 
boxymethyl; PAS. periodic d-SchiR. included trichloroacetic acid extraction of sputum. 

I 





Biading of buic protdnr to muQm 

NON PURüLSNT SPUTUM 

Csar donsi&-gradient TCA treatment * 
Peak 1 Pe8k n 

l 
supernatant 

centrifugation I 

unretained fraction 
I 

Sepharpse 4B 

& SI-b 
Fig. I. Schcme of the two friwtionation procedures of non punilent sputum from an individuai with 
chronic bronchitis. Fractions of inierat were dialyzeâ and lyophilized kforc rtudy on SDS-PAGE; those 

undcrlined were analynd for chernical composition. 

corresponding to these proteins were visualized in 
fraction 1-1 (Fig. 2b. Slot 6). 

Another part of peak 1 (100 mg) w u  subjected to 
gel-filtration chromatography on Sepharose 48 in the 
prcsencc of 0.5 M NaCI. The elution profik obtained 
(Fig. 3a) showcd two fractions: the fint one (141) 
was orcinol positive and eluted at the void volume 
of the column. On SDS-PAGE (Fig. 3b). this 
high-molecular mas  fraction remained at the top of 
the stacking gel and was strongly stained with the 
PAS reapnt (dot 5); moreover, it w u  f m  of any 
contaminating protein, u no band was xen by 
Coomwie blue staining in slot 1 (Iûûpg werr 
loaded). The low-mokcular nws fraction (1-S2) con- 
tained w e n l  protein bands (slot 2) which were PAS 
negative (Slot 6). The presencc of a component of low 
mokcular mou with inhibitory activity against 
bovine chymotrypsin w u  easily detected (slot 4). This 
inhibitor w u  identifiai u MPI by immunoblottin& 
the pmencc of LSZ in the same arca of M, 14,000 
was also confinned by this method (not shown). 
However, MPI and LSZ were minor components, 
sincc fraction 142 occounted for only 4% (by weight) 
of peak 1. 

Denaturing procedure 
The procedure of extraction of sputum and frac- 

tionation on the cation-exchange min CM-Trisacryl 
M was already describeci (Van-Seuningen et al.. 

1989); the unretained fraction highly reactive with 
orcinol w u  assumed to be composed of mucins. It 
war then purified by gel-filtration on Sepharose 4B in 
the prcsence of 0.5 M NaCl under the same con- 
ditions u peak 1 isolated from ultracentrifugation 
(Fig. 1). 'fhe pattern obtained (Fig. 4a, top) was 
compod of four fractions. Detection of neutral 
sugars by the orcinol method showed a strong nac- 
tion in SI andS2, indicating the prcscncc of mucin 
components. One can notice that fraction S1 was not 
eluted at the void volume but w u  slightly included. 
Two other fractions. S3 and S4. corraponded to 
componenu of low mokcular mass dissociated from 
mucins. On SDS-PAGE (not shown), SI gave a 
highly positive.reaction with PAS while in S2. mucins 
of lower molecular mass were found to penetrate 
completely the stacking gel, contrarily to those in S1; 
S3 w u  composcâ in majority of albumin and S4 of 
MPI and LSZ 

As mme contaminating proteins were still pnsent 
in the mucinîontaining fractions, SI and S2 werc 
combined for further purification and wue then 
applied to the same gel filtration column. The pattern 
obtained on Fig. 4a (bottom) showed two fractions: 
one of high molecular mass (SI-a) corresponding to 
the orcinol positive peak. the other king largely 
included (SI-b). The strong positive reaction with 
PAS in SI-a (Fig. 4b, slot 5) indicated the prcsence 
of purified mucins which were shown to penetrate the 
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Fig. 3 (a). Sephirom 4B chromitoyrphy of Peak 1 from ultncentrifugrtion (100 mg) on r column 
(98.0 x 2.5cm) cquiiibrated in 0.1 M Tris-HCI b d e r  pH 8.0 conirining 0.5 M NaCl. Flow rate 20 mllhr, 

fraction volume 5 ml. 

Fig. 3 (b). SOS-PAGE anaîysb of the two fractions obtained in part (a) on a slab gel with a 5-15% 
acrylamide gradient. A: protein rtrining with Coomassie blue; 8: inhibitory activity against bovine 
chymotrypsin; C: PAS rrnction. Slots 1. 3 and 5: fmction [-SI; dots 2. 4 and 6: fraction 142; 

slot 7: s,-acid glycoproiein. Moleculir marken on the left. 



Fig. 4 (a). Top: Seplume 4 8  chtomatography of the qucin-containing fraction obiained from sputum 
by homopniniioa in the pracncc of l M NaCl. trritmcnt with 4% TCA and fnctionation of the 
acid-rolubk materid oa CM-Tnricryl (rcr Fis. 1). The unretiined fraction from the ion-exchange column 
(not rhown) wu subjecttd 10 gei hltntion (100mg) under the nme conditions as in Fig. 3(a): four 
fractions were recovered. â011mn: Jepharor 4 8  chromatognphy of fmtioru SI and S2 which were 

pooled togcther (50 mg) and applicd on the column under the rame conditions as above. 

Fig. 4 (b). SDSPAGE anrlysir on a I&25?4 gradient of the two fractions recovcnd. Staining was as 
in Fig. 3b. Slots 1. 5 and J: fraction SI-a; dots 2, 4 and 6: fraction SI-b; slot 7: a,-acid glycoprotein. 
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sepantion pel; they were fnc  of contaminating pro- 
teins u no bands a p p m d  in slot I by Coomassie 
blue staining and no inhibitory activity wu found in 
slot 3. Inhibitory activity upon bovine chymotrypsin 
(slot 4) w u  only viswlized in SI-b which also 
containeci LSZ (slot 2). 

Chernical comparition of the purÿfed mucbu obtatird 
in both procedures 

The analyses were carricd out on the punW 
mucin fractions 14, ES1 and SI-a. Tba mulu am. 
shown in Tabb 1. Similu arbohydnte  compositions 
w m  obtained for the thnc mucin prcpantions. The 
TCA tmtment camed out on whdc sputum had no 
dramatic effcct on the carbohydnte content of the 
acid-solubk mucina puriftsd lubsequently (SI-a) 
when compared to that of native mucins p u n n d  
following ultriccntrifugation 0-1). î h e  amino acid 
compositions of the t h m  fractions werc very similar; 
they werc characterized by their high contents of 
serine, thrconine and proline which accounted for 
37.6% in 1-1, 36.3% in 1-SI and 35.9% in SI-a. 

DISCUSSION 

In a previous work (Van-Seuningen et al., 1989). 
we brought evidena that two strongly basic proteins, 
MPI and lysozyme, werc tightly bound to the carbo- 
hydrate-rich components assumed to. be mucins in 
sputum at low ionic strength. Prepaqiion of native 
mucins previously describcd by othen (Woodward 

Tabk 1. Chcmial compoaitiona or the mucitu isobtcd rmm 
snutum. 

1- I 1-SI SI-8 

Fucorr 13.3 14.5 12.0 
Man- O. 5 0.6 0.6 
G r k t o w  21.9 19.1 19.0 
N-Acctyi~ucoumine 20. 5 16.6 17.6 
N-Aceiylplrtosaminc 13.2 8.3 8.0 
Siali acid 3.9 4.2 4.0 
Glucose 0.9 0.7 0.7 
Towl corôohydrair 73.6 64.0 61.9 

Aspnic rcid 
Thnonine 
Senne 
Gluum* a d  
Proline 
Glycine 
Ahnine 
Valinr 
Il2 Cyuine 
Methimitu 
Irokueine 
Lcucinc 
Tyrosinr 
PhenyIaluUne 
Lysine 
Histidiœ 
Arginine 

Toul amino u i d  14.9 17.2 20.2 
Mucins wcte irohkd from rpuiwn a h  by denr i iy -#di t  an- 

tnfugltion fdlowed by a second Cs81 deniity-gndint centrilu- 
ption (Inmion 1-1). by Sepharose 4 8  gel-lliniion (fraction 
1-SI) or by TCA tmiment fdloucd by ionuiehnnge and 
gel-bitration chromitography (fraction SI-a). Cirbohydnie, 
rulphric and total amino acid a n  expmrcd in pcrcenirp of dry 
weight and amino ri& in midua per 100 midua. n.d.: no1 
dacrmined. 

et ol., 1982) incfuded extensive dilution of sputum by 
watcr for dipersion of the fibrillar material before 
CsBr density-gradient centrifugation. However, the 
rnucins isolaied following ultracentrifugation by 
diffèrent groups (Snyder et ai.. 1982; Crteth et al., 
1977) stili contained some tightly but noncovalently 
bound unidentifid low-molcular m a s  contami- 
nating proteinr. The authon had to p e r f o n  two o r  
thra successive stepa of ultraantrifugation to obtain 
pure mucins, thus detracting from the convenience of 
the method. 

In t h i  wodt, by using this procedure the mucina 
isolated in the highdensity fraction after a fint step 
of CsBr density-gradient centrifugation stiil con- 
taincd wme low-molecular mass components. In 
order to achieve the mucin purification and to study 
the eRcct of the ionic strength on the release of the 
low-mokculu mass components from mucins, two 
different procedures werc uscd. Fint. a second step of 
CsBr density-gradient centrifugation was perfonned. 
It led to a complete separation of the contarninants. 
As the milieu was very rich in salts. 42% (w/v) of 
CsBr. it can be assumed that a high ionic strength was 
suitcd to separate mucins from these tightly bound 
proteins. The other method chosen was gel-filtration 
chromatography carricd out in a buffer containing 
0.5 M NaCI. Once again, the low-molecular rnass 
components were released from mucins. Thus, direct 
evidence was provided in these two experiments for 
the dissociating effect of the high ionic strength on 
the bonds involved ktween mucins and other low- 
molecular mass components in sputum. 

Such an efiect on the ionic interaction between LSZ 
and rhucins was already described (Harbitt et al., 
1984; Creeth et al.. 1977). Our ruults implicate that 
not only bronchial LSZ interacts with mucins, but 
also a second basic protein, secreted by the serous 
cells of the bronchial t m ,  i.e. MPI; the latter was 
shown to have the same behaviour as LSZ towards 
mucins. A previous study (Snyder et al., 1982) 
pointed out that interaction between amino groups of 
unidentified basic proteins and negatively charged 
nsidues of mucins might be important in detennining 
the rheological behaviour of mucociliary secretions. 
MPI is an inhibitor of human leukocyte elastase; a 
recent in vitro study demonstrated that this enzyme 
was able to cleave hog gastric rnucins in physiological 
conditions (Pona et al.. 1988). Experiments tending 
to prove that human leukocyte elastasc also hy- 
drolyzes bronchial mucins are now in progras in our 
laboratory. The interaction of MPI with rnucins 
allowing protection of these rnucins from elastase 
degradation might be of great interest in maintaining 
the rheological propcrties of mucins (viscosity and 
elasticity). In conclusion, the purified non-denatured 
mucins obtained on gei-filtration in the presence of 
0.5 M NaCl could be considered as representative of 
the whole native mucins in the bronchial secretion 
investigated. 

In our previous work (Van-Seuningen et al.. 1989). 
it was shown that the TCA-soluble mucins recovered 
in the non-retained fraction from a CM-Trisacryl 
column still contained sorne MPI and LSZ. They 
were purified here by two consecutive gel-filtration 
steps in the presence of 0.5 M NaCI. However, as in 
this procedure the part of mucins which were TC.4- 



p d p i u b k  w u  not ncovemd, t b  T C A a e i u t u d  
solubk mucins investigated hem did not occount for 
the whok mucin amount of the bronchid secretion; 
the TCA-soluble mutins appeaued to k of a lower 
molcculu mur (not excluded by gel-ltration and of 
higher mobility in SDS-PAGE) when cornparcd to 
the non-denatureci mucins purified in the Ant pro- 
cedure. One can hypothuk tbat the lower moleculu 
m a s  obsmed is a characteristic inhennt to the 
TCA-soluble mucins or that rom hydrolytic ckovage 
of the mucin peptide backbone might haw occurred 
following TCA treatment. 

Finally, The mucins isolated in this work will xrw 
further investigations designed to isolate glycopep 
tidcs of differcnt charger. in order to determine 
whether spccific acid groupr arc involved in the 
interactions of mucins with the two basic proteins 
MPI and LSZ. Ir will k intemting to determine the 
importance of these ionic interactions in pathological 
situations where the sait concentration of bronchial 
secretions is decrcased andlor when the acid group 
content of mucins is incnased. such as in cystic 
fibrosis (Chace et al.. 1989; Cheng et al.. 1989). 
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CONCLUSIONS 

1. L'ultracentrifugation effectuée en présence d'une force ionique 
très élevée (42% de CsBr) suivie soit d'une deuxième ultracentrifugation, soit 
d'une étape de chromatographie de gel-filtration en présence de NaCl 0,5M a 
permis de séparer les petites molécules basiques des mucines. Ce résultat 
confirme l'hypothèse que ces différents composants interagissent par 
l'intermédiaire de liaisons ioniques. 

2. Dans les sécrétions bronchiques, nous avons identifié 
l'inhibiteur bronchique et le lysozyme comme étant les deux 
protéines basiques fortement associées aux mucines par des liaisons 
de type ionique. 

3. Les mucines obtenues dans les différents protocoles montrent des 
compositions chimiques semblables ; toutefois, apres le traitement acide, il 
semble que leur masse moléculaire soit plus faible. 

4. A la suite de ces résultats, nous pouvons émettre l'hypothèse 
d'une interaction par l'intermédiaire des groupements basiques du 
MPI avec les résidus acides (acide sialique et sulfate) présents sur 
les chaînes glycanniques des mucines. D'autre part, on peut aussi 
envisager une interaction de type peptide-peptide au niveau de l'axe peptidique 
des mucines (Fig. 6). 



sch&matisation des mucines 
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r---- 7 
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Fimre 6 : Schéma présentant les hypothèses d'interaction entre l'inhibiteur 
bronchique et les mucines. 



A. III. PROTOCOLE INCLUANT UNE ETAPE 
D'EXTRACTION EN MILIEU ACIDE 

La méthode utilisée est celle décrite par Boudier et coll. (48), 
légèrement modifiée (Tableau IX). 

A. III. 1. Extraction par l'acide trichloracétique 

L'expectoration traitée provient d'un malade âgé de 68 ans 
hospitalisé pour une bronchite chronique non infectée. Le liquide apparaît 
légèrement jaunâtre. 

A 1 120 ml de mucus dont 100 ml de phase soluble, sont ajoutés 125 
ml de NaCl 5M et le milieu est homogénéisé 5 x 10 s avec un broyeur 
(Polytron). A l'homogénat obtenu, 50 g d'acide trichloracétique (ATCA) sont 
ajoutés sous une agitation vigoureuse, celle-ci étant maintenue pendant 18 h à 
+4"C. Le mélange est ensuite centrifugé à 14 000 rpm à +4"C pendant 45 min. 
Le pH du surnageant égal à 0,9 est amené à 6,8 par NaOH 2M (environ 
110 ml), puis cet extrait est dialysé contre de l'eau désionisée (3 x 10 l), dans 
des tubes (Spectrapor) ayant une limite d'exclusion de Mr 3 500. Une 
deuxième série de dialyses (4 x 10 1) contre du tampon phosphate de sodium 
0,015M, pH 6,8 est ensuite effectuée. 

A. III. 2. Purification sur colonne de CM-Trisacryl M 

L'extrait obtenu (1 310 ml) est déposé sur une colonne échangeuse de 
cations de CM-Trisacryl M (15 x 2,s cm) (IBF) équilibrée dans le tampon 
phosphate de sodium 0,015M, pH 6,8. Le dépôt est effectué à 60 ml/h puis la 
colonne est lavée avec le même tampon jusqu'à ce que l'absorption à 278 nm 
soit revenue au niveau de la ligne de base. Un gradient de NaCl (0-0,4M NaCl 
dans le tampon ci-dessus) est ensuite mis en oeuvre afin de séparer les 
différentes protéines basiques retenues sur l'échangeur (Fig. 7). La densité 
optique à 278 nm reste relativement faible sauf pour la dernière fraction (tubes 
175-201) qui est constituée exclusivement de lysozyme. L'activité inhibitrice 
envers la trypsine bovine mesurée en plaques de microtitration (voir Annexe 
technique, 5 F.) a été repérée dans les tubes 101 à 165. Nous avons séparé cette 
fraction en deux sous-fractions (tubes 101-136 et 137-165) afin d'éviter la 
contamination de la première par le lysozyme : celles-ci ont ensuite été 
concentrées à 10 ml par ultrafiltration sur une membrane YM2 (Amicon). 



Protocole de ~urification de l'inhibiteu . . 
r bronchique 

Mucus (1 120 ml) 

1 NaCl !M (125 ml) 

1 ATCA (50 g) 
agitation vigoureuse (18 h à +4OC) 

1 Centrifugation 

4 14 000 rpm (45 min à +4OC) 

Surnageant ATCA 4%. pH 0,9 

NaOH 2M (1 10 ml) 

Surnageant ATCA 4%, pH 6,8 

1 Dialyse / eau désionisée puis con@ un 
tampon phosphate de sodium 0,015M, pH 6,8 

Adialysat (1 3 10 ml) 

CM-Trisacryl M en tampon phosphate de 
sodium 0,015M, pH 6.8 + 
gradient de NaCl O - 0,4M 

Fraction non F1 F2 F3 F4 
Rten~e (81-100) (101-136) (137-165) (166-201) 

YM2 en tampon 
Tris 0,lM. NaCl 0,5M, pH 8.0 

Rbtentat (10 ml) 

Sephadex G75 Superfime en tampon 
Tris 0,lM. NaCl 0,5M, pH 8,O 

F 1 F2 F3 + 
50 mg de MPI 



O 2 5  5 0  7 5  1 0 0 1 2 5 1 5 0 1 7 5 2 0 0  2 
Nombre de fractions 

Figure 7 : Chromatographie sur colonne de CM-Trisacryl M 
(15 x 2,s cm) de l'adialysat (1 310 ml). Après le dépôt, la 
colonne est lavée par le tampon d'équilibre phosphate de 
sodium 0,015M, pH 6,8, puis un gradient de NaCl de O à 0,4M 
est mis en oeuvre. Le débit est de 40 ml/h et le volume des 
fractions recueillies est de 5 ml. 



A. III. 3. Gel-filtration sur colonne de Sephadex G75 
Super fine 

Après avoir été concentrée à 10 ml, la fraction 101-136 est 
équilibrée dans du tampon Tris-HC1 0,1M, NaCl 0,5M, pH 8,O contenant 
0,02% d'azide de sodium. Le rétentat obtenu est déposé sur une colonne de 
Sephadex G75 Superfine (98 x 2,s cm) (Phannacia) équilibrée dans le même 
tampon. La fraction contenant l'activité anti-trypsique (tubes 46-57) est 
rassemblée, dialysée et lyophilisée (Fig. 8). Nous n'avons pas récupéré les 
tubes 58 à 61, afin d'éviter toute contamination par le reste de lysozyme 
contenu dans la fraction 62-73. 

50 mg de MPI ont été purifiés à partir de 1 120 ml de 
mucus (Tableau IX). Le rendement est meilleur que celui obtenu dans la 
littérature pour une expectoration provenant d'un malade atteint de bronchite 
chronique non infectée (48). Mais il est bien connu que les concentrations en 
MPI dans les expectorations sont variables d'un individu à l'autre : 4 à 405 
mg/l pour Kramps et coll. (4) et 37 à 151 mg/l pour Tournier et coll. (50). 



Nombre de fractions 

Figure 8 : Chromatographie sur colonne de Sephadex G75 
Superfine (98 x 2,s cm) de la fraction 101 h 136 obtenue 
précédemment (Fig. 7). Le tampon d'élution est du Tris-HC1 
0,1M, NaCl 0,5M, pH 8,O. Le débit est de 20 ml/h et le volume 
des fractions recueillies de 5 ml. La fraction indiquée par la 
double flèche (fractions 46-57) a été récupérée de manière à 
éviter toute contamination par le lysozyme (fractions 62-73). 



B .  P R O P R I E T E S  P H Y S I C O - C H I M I Q U E S  D E  
L'INHIBITEUR BRONCHIQUE 

B. 1. CRITERES DE PURETE 

B. 1. 1. Electrophorèse en gel d'acrylamide en présence de 
SDS (SDS-PAGE) 

La pureté de la préparation de MPI a été vérifiée par SDS-PAGE sur 
PhastGel 8-25% (Fig. 9). Quand l'échantillon h déposer est dénaturé par le 
SDS (2%) en présence de réducteur, une seule bande de Mr = 15 000 est 
visualisée (partie A, ligne 1). En absence de réducteur, la migration du MPI 
est différente ; plusieurs bandes sont en effet visualisées (partie B, ligne 1). Ce 
phénomène s'explique facilement par le fait que la molécule de MPI contient 
huit ponts disulfure et que par conséquent la fixation de SDS n'est ni optimale, 
ni homogène. En théorie, les protéines globulaires fixent 1,4 g de SDS par g 
de protéine tandis que cette quantité se situe entre 0,7 et 0,9 g pour des 
molécules riches en ponts disulfure (141). Nous avons vérifié ce phénomène en 
dénaturant l'inhibiteur en présence de 20% de SDS : dans ce cas, une bande 
homogène est obtenue, de migration identique en présence (partie A, ligne 2) 
ou en absence (partie B, ligne 2) de réducteur, correspondant à une Mr proche 
de 19 000. Dans tous les cas, les masses apparentes obtenues sont nettement 
supérieures à la masse théorique de 11 726 (49). 

B. 1. 2. Electrophorèse en gel d'acrylamide à pH 4,3 

Le MPI étant une protéine basique, nous pouvons vérifier sa pureté 
dans le système de gel acide décrit par Reisfeld et coll. (142) légèrement 
modifié (voir Annexe technique, 5 A. II.). Le MPI est détecté sous la forme 
d'une seule bande moins fine qu'en SDS-PAGE (voir Annexe technique, 
5 D. II., manuscrit) qui est le système d'électrophorèse le plus résolutif. 

B. 1. 3. Electrophorèse dans un gradient de pH 4-11 

Ce système mis au point au laboratoire permet de déterminer le pHi 
de protéines basiques (voir Annexe technique, 5 A. III.) : le MPI a un 
pHi > 10,5. 



Figure 9 + SDS-PAGE sur PhastGel (gradient 8925%) du MPI 
(0,2 pg) purifié selon la méthode décrite dans le Chapitre 1, 
5 A. El. Le gel est coloré au bleu de Coomassie R-250. (voir 
Annexe technique, 5 A. 1. 5. et B. 1.). 

Partie A : échantillons réduits par le B-mercaptoéthanol 
Partie B : échantillons non réduits 

1 : MPI traité par 2% de SDS 
2 : MPI traité par 20% de SDS 



B. II. COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES 

La composition chimique de la préparation de MPI a été déterminée 
puis comparée à la composition réalisée sur la molécule recombinante (rSLPI) 
qui nous a été donnée et qui est fabriquée par Synergen (143). 

B. II. 1. Compositions du MPI et du rSLPI natifs 

La composition en acides aminés a été réalisée à 1'U.R.A 409 CNRS 
(Dr. P. Sautière). L'échantillon (1 nmole) est préalablement hydrolysé par HC1 
5,6N à 110°C en tube scellé sous vide, pendant 24 h et sous atmosphère inerte. 
Il est ensuite déposé sur un autoanalyseur Beckman 6300 couplé à un 
ordinateur qui effectue l'acquisition et le traitement des données (Tableau X). 

B. II. 2. Compositions du MPI et du rSLPI après 
oxydation performique 

Cette méthode permet de quantifier exactement le nombre de résidus 
de cystéine. Ils sont dosés sous forme d'acide cystéique (144). 

Pour préparer le réactif, on ajoute 0,l ml d'H202 à 30% à 0,9 ml 
d'HCOOH 100% (Merck). Le mélange est incubé pendant 1 h à température 
ambiante puis refroidi dans la glace pendant 15 min. 

10 pl de MPI à 1 mg/ml ont préalablement été déposés au fond d'un 
tube à hydrolyse puis lyophilisés ; 100 pl du réactif décrit ci-dessus sont 
ajoutés et le tout est laissé 16 h à 0°C. L'ensemble est dilué par 1 ml d'eau 
Millipore et lyophilisé, puis l'hydrolyse par HCl 5,6N est effectuée comme 
précédemment. 

L'analyse effectuée sur les protéines entières conduit à une quantité 
très proche de 16 résidus de cystéine par mole d'inhibiteur aussi bien 
pour le MPI que pour le rSLPI (Tableau X). La quantification de ces 
résidus après oxydation performique donne des dsultats identiques. 



TABLEAU X 

Com~ositions en ac des aminés de la ~ d ~ a r a t i o n  de MPI. du rSLPI 
et du SLPI (49) 

Résidus d'acides 
aminés 

Asp/Asn 
Thr 
Ser 

Glu/Gln 
Pro 

G ~ Y  
Ala 

cysn  
Val 
Met 
Ile 

Leu 

Tyr 
Phe 
His 

LYS 
Arg 
T ~ P  

Total 

SLPI 

Les calculs sont effectués à partir des valeurs en résidus pour 100 résidus 
obtenues pour M'PI et rSLPI de manière à comparer les résultats aux valeurs 
théoriques déterminées d'après la séquence du SLPI (49). Nous avons tenu 
compte du fait que le tryptophane n'est pas dosé par cette méthode. 
n.d. : non déterminé. 



B. III. SEQUENCE N-TERMINALE 

Les séquences ont été réalisées dans le service commun de séquence des 
unités U16-U409. L'appareil utilisé est un Applied Biosystems 470A couplé à 
un analyseur de phénylthiohydantoïne-amino-acides (PTH-AA) (Applied 
Biosystems 120A). Le programme utilisé est le 03RPT.H selon la méthode de 
Hewick et coll. (145). Les séquences ont été effectuées sur la protéine naturelle 
et sur le rSLPI. 

La cystéine en position 10 étant engagée dans un pont disulfure (67), 
aucun résidu n'est identifié sous forme de PTW-dérivé. 

MPI 
rSLPI 

B. IV. MASSE MOLECULAIRE 

Ser Gly Lys Ser Phe Lys Ala Gly Val- 
ser Gly Lys ser Phe Lys Ala Gly Val- 

La masse chimique de la préparation de MPI a pu être calculée très 
précisément à l'aide de la spectrométrie de masse par la technique 
d'électrospray (ESMS) (voir Annexe technique, 5 1.). 

Le spectre de masse du MPI (Fig. 10) montre trois séries majeures (A, 
B et C) d'ions multichargés de 7 à 9 charges et une série D mineure. La série 
A correspond à une Mr = 1 1 71 1,30 & 2,55 qui est en accord avec la masse 
calculée d'après la séquence peptidique (Mcal = 11 709,80). La série B 
présente en quantité égale à la série A correspond à un peptide dont la Mr est 
augmentée de 14 et la série C de 28, par rapport à la série A. La série D qui 
est mineure a une Mr = 11 866 & 1,47, ce qui est largement supérieur à la 
masse calculée. Nous n'avons pas d'explication à cette augmentation. La 
stratégie employée pour localiser les augmentations de masse de 14 et 28 unités 
sur la molécule de MPI est détaillée dans le Chapitre IV. Le spectre de masse 
du rSLPI (Fig. 10) montre une seule série de Mr = 11 709,27 f 0,19 ce qui est 
en parfait accord avec la masse théorique calculée. 

Protéine 
MPI 

rSLPI 

Masse chimique calculée 
11 709,80 
11 709,80 

Masse chimique obtenue 
11 711,30 f 2,55 
11 709,27 f 0,19 



MPI 

Figure 10 ; Spectres de masse obtenus par ESMS du MPI et du 
rSLPI. La série majeure dans les deux cas (série A pour le 
MPI) correspond à la masse théorique de la protéine étudiée. 



CONCLUSIONS 

Les résultats de l'étude des propriétés physico-chimiques de la 
préparation de MPI montrent que : 

1. le MPI a été obtenu sous sa forme non dégradée 

* une seule bande en SDS-PAGE 
* pHi > 10,s 
* Composition en acides aminés identique à celle du SLPI 
* Acide aminé N-terminal : sérine 
* Masse chimique mesurée de 1 1 7 1 1,30 

2. le MPI est semblable aux inhibiteurs acido-stables des 
autres sécrétions déjh décrits dans la littérature (40, 49, 62) ainsi qu'à la 
protéine recombinante en ce qui concerne la composition en acides aminés, la 
séquence N-terminale et la masse chimique. 

3. il existe cependant dans la préparation de MPI des molécules 
d'inhibiteur ayant une masse augmentée de 14 et 28 unités. Ce 
résultat peut laisser penser h des formes mono- et diméthylées de MPI. 



CHAPITRE II I 

INTERACTION L)U MPI 
AVEC LES MUCINES 



Dans le but d'étudier l'interaction MPI-mucines à l'aide du dichroïsme 
circulaire, il nous a fallu préparer les mucines et les glycopeptides de mucines. 
Notre hypothèse étant basée sur des interactions de type ionique, deux types de 
glycopeptides ont été choisis en fonction de leur contenu en charges acides 
(sulfate, acide sialique). 

Les travaux concernant l'étude en dichroïsme circulaire et les effets sur 
l'activité inhibitrice du MPI envers I'ELH sont rassemblés dans un manuscrit. 
Celui-ci est précédé d'un paragraphe détaillant la préparation et la 
caractérisation des mucines et des glycopeptides de mucines. 

A. PREPARATION DES MUCINES BRONCHIQUES 

Les mucines ont été obtenues après ultracentrifugation ou après traitement 
acide du mucus suivi d'une étape de gel-filtration en présence d'une force 
ionique élevée (voir Chapitre 1, 3 A. II.). 

B .  PREPARATION ET CARACTERISATION DES 
GLYCOPEPTIDES DE MUCINES 

Nous avons utilisé une méthode utilisée au laboratoire dans le groupe de 
G. Lamblin. Les mucines subissent une digestion par la pronase puis les 
glycopeptides obtenus sont séparés selon leur charge sur un échangeur 
d'anions. Trois fractions sont individualisées en fonction de leur élution sur la 
colonne échangeuse d'anions : la première est dénommée fraction "neutre", la 
seconde fraction "sialylée" et la troisième fraction "sulfatée". Les 
glycopeptides sont ensuite purifiés par gel-filtration selon Lamblin et coll. 
(1 1). Le protocole de purification est détaillé dans le manuscrit. 

B. 1. CRITERE DE PURETE : SDS-PAGE 

La pureté des préparations a été déterminée en SDS-PAGE sur 
PhastGels dans un gradient 4-154 (Pharmacia). Le gel coloré par le réactif de 
Schiff après oxydation periodique (PAS) montre une seule bande assez large 
pour les fractions de glycopeptides (Fig. 11, lignes 2-4), tandis que le gel 
coloré par le bleu de Coomassie est dépourvu de bande protéique contaminante 



(non montré). Les mucines obtenues après ultracentrifugation (ligne 1) restent 
au point de dépôt du fait de leur Mr élevée (> 106). 

B. II. 1. Détermination de la masse moléculaire 

La Mr des glycopeptides obtenus a été déterminée par gel-filtration 
sur une colonne de Superose 6 (Pharmacia) équilibrée dans un tampon 
phosphate de sodium O,OlM, NaCl 0,15M, pH 7,O. La Mr calculée est de 
440 000 pour tous les glycopeptides (voir manuscrit, Fig. 3). 

B. II. 2. Détermination du point isoélectrique 

La détermination des pHi par IEF dans un gradient de pH 3-6 
(Precote Serva) a montré que : les glycopeptides dits "neutres" ont un 
caractère acide et un pHi compris entre 3,50 et 4,15 ; les glycopeptides 
"sialylés" ont un pHi compris entre 2,80 et 4,15 ; les glycopeptides "sulfatés" 
ont un pHi < 2,80 (voir manuscrit, Fig. 1). A la vue de ce résultat, cette 
nomenclature apparaît erronée et devrait être corrigée en nuançant la 
dénomination de glycopeptides "neutres". 

B. II. 3. Compositions chimiques 

Les glycopeptides préparés montrent tous des compositions en acides 
aminés et en sucres caractéristiques de glycopeptides de mucines. On peut 
remarquer que la partie peptidique représente 9 à 11% tandis que la partie 
glucidique compte pour 70 à 80% du poids des glycopeptides (voir manuscrit, 
Tableau 1). 

C. ETUDE CONFORMATIONNELLE DE L'INTERACTION 

Ce travail, qui a été effectué en dichroïsme circulaire, avait pour but de 
montrer un changement de conformation après que le MPI ait interagi avec les 
mucines ou les glycopeptides de mucines (voir Annexe technique, 5 H.) 



SDS-PAGE sur PhastGel (gradient 4-15%) des mucines 
et des glycopeptides purifiés (10 pg). Le gel est coloré au 
réactif de Schiff après oxydation periodique (voir Annexe 
technique, Q B. III.). Les témoins de Mr (Pharmacia) sont 
colorés au Bleu de Coomassie. 

1 : mucines totales 
2 : glycopeptides "neutres" 
3 : glycopeptides "sialylés" 
4 : glycopeptides "sulfatés" 
5 : al-glycoprotéine acide 



L'étude a porté sur les mucines mais aussi sur les glycopeptides riches en 
groupements acides (acide sialique, sulfate) ou dépourvus de ces groupements 
afin d'étudier le rôle des résidus acides dans l'interaction avec l'inhibiteur. 

Des mélanges comportant des quantités croissantes de MPI (0,l ; 0,s et 
1 mg) et une quantid constante de mucines ou de glycopeptides (1 mg) ont été 
effectués dans un tampon phosphate de sodium 0,01M, NaCl 0,15M, pH 7,O. 
L'ensemble a été incubé pendant 15 min il 20°C avant d'effectuer le spectre 
dichroïque entre 190 et 250 nrn. Les spectres présentés correspondent à la 
différence entre le spectre théorique et le spectre expérimental (voir 
manuscrit, Fig. 2). 

D .  CONSEQUENCES DE L'INTERACTION SUR 
L'ACTIVITE DE L'INHIBITEUR BRONCHIQUE 

Nous avons ensuite étudié l'effet de l'interaction sur la capacité inhibitrice 
du MPI envers l'ELH. L'expérience a consisté à : 

1) montrer que 1'ELH seule était capable de cliver les mucines (voir 
manuscrit, Fig. 3 et Fig. 4). 

2) montrer un effet protecteur du MPI associé aux mucines contre la 
protéolyse par 1'ELH (voir manuscrit, Fig. 4). 

Les résultats de ce travail sont présentés dans la publication suivante : 

"Interaction between secretory leukocyte proteinase inhibitor and 
branchial mucins or glycopeptides. 
Physiopathological implications for the protection of mucins against 
proteolysis by human leukocyte elastase" 

Le terme SLPI a été utilisé dans cet article car nous avons travaillé en 
partie avec la protéine recombinante (rSLPI) qui est fabriquée sous cette 
dénomination par Synergen. 



Interaction between secretory leucocyte proteinase inhibi tor and 
bronchial mucins or glycopeptides 
Physiopathologicai implications for the protection of rnucins against proteolysis by human leucocyte 
elastase 

Isabelle VAN-SEUNJNGEN, Jean-Piem AUBERT and Monique DAVRIL* 
Unit6 INSERM No 16, P h  de Verdun, 59045 Lilk îcdex, Fnna 

The interaction of saxetory kucocyte proteinasc inhibitor with bronchial mucins and glycopcptidcs was studied by means 
of c.d. spsctraicopy. ï k e  intmction with mucins wrs characterizai by an incrase in organizcd structure of a-helical type, 
as evidena-d by the appcannce in the difïermcc specln or two positive bands at 208 and 218 nm. This phenomenun was 
correlatcd with the amount of inhibitor prcscnt in the mixtum, suggcsting lhat the change was inhercnt to thc inhibitor. 
Surprisingly, whcn the inhibitor was mixed with acid glycopcptidcs. diflcrcnce c.d. spectra showcd a dccrease in organizcd 
structure. characterizcd by a nept iw minimum at 196 nm. Glycopeptidcs trcated with neuraminidase gave similar profiles 
of differena rpectn in thme differcnt mixtum, indicating that the interaction wrs smaller. The interaction betwecn the 
inhibitor and mucins was also studied for its ability to modify in citro the proteolytic activity of human leucocyte elastase. 
Mucins alone were degradcd by that protcinasc into glycopcptidcs of M, 400ûûû-500000, whcrcas mucins mixcd with 
inhibitor beforc adding clastasc werc pmteolyscd to a leucr extent. These data demonstrate that the secretory leucocyte 
protcinase inhibitor interacts with mucins and consequently is capabk of prolecting the mucins against proteolysis by 
claslase. 

INTRODUCTION 

Secrctory kucocyîe protcinase inhibitor (SLPI), also calkd 
'mucus proteinaw inhibitor', is the major inhibitor of human 
leucocyte elastase (HLE; EC3.4.21.37) and cathepsin G 
(EC 3.4.21.20) Il] in the upper mpiratory tract. wherc it is 
producd by the serour al ls  of the bronchial glands [2]. 11 is a 
sirongly basic protein with M, 11 726 and pl > 10.5 (1. Van- 
Seuningm & M. Davril, unpublished work), orgrinizcd in Iwo 
separate domains of similar amino acid seqwncc. each of which 
contains four disulphide bridges [3]. 

Mucins are high-M, polydispene glycoprodns containing 
about 60-80% carbohydmtc. mostly linked O-glycosidically to 
their peptide backbone v u  midues of thnonine and serine. 
Sialic acid m i d m  and sulphate arc present on char carbohydnte 
side chains, confcring thcm an acid characier. Mokcuks oî 
mucins apperir 10 k linatr and Rexibk threads with alternant 
highly glycosylated regions mistant to proteinases and'naked' 
regions devoid ofcarbohydnte chain and sensitive to proteinases 
[41. 

In diseases such as chronic bronchitis and cystic fibrosir. one 
can observe a hypersccrction and an incrase of the mucus 
viscosity. Rheologial propcrth of the mucus gel due primarily 
to the pmencc of mucins may k influenced by locally produccd 
proteins, including lysozyme [q and lactoferrin 16). this b i n d i ~  
occumng via &ctrost.lic forces. Rccently, another Iocally 
produced protein. i.e. mumr proteinasc inhibitor. has ken 
shown to inttract with mucins, this interaction having ken 
demonstrated Io be ionic [7,8]. In such discases, the 
hypenecretion of mucus, due to the incrcase of the numkr of 
mucous al ls  which sectete mucins, can also k influenccd by 
HLE, which was shown to be responsibk for a bronchial- 

secretory-ceIl metaplasia when given intratracheally to hamsters 
I9.101. Thus this enzyme could be considered as an agent of 
hypersccretion of mucus. HLE was also shown capable of 
protcolysing pig gastric rnucins. thenby suggesting a role for it  
in the mechanisms of damage during chronic infection and 
inflammation of the respiratory tract [I  Il. 

C.d. spectmcopy isa very useful method to monitor structural 
transitions of proteins. C.d. bands of compounds occurring in 
the far-U.V. or amide region are dominated by contributions of 
the peptide bonds. Thus information about secondary structure 
are obtained from these c.d. spectra. 

in the present work. mixtum of SLPI and bronchial mucins or 
glycopeptidcs were analysed by c.d. spcctrocopy in order to 
rcvcal the existence of an interaction bctwcen these two 
compomnts in solution. In ordcr to study the influence. on thc 
one hand. of entire molccuks ofmucins and. on the othcr hand. 
of thcir carbohydnte side chains on thc intcraclion. SLPI was 
mixed with mucins, but also with two kinds of glycopeptidcs. 
The first one contained sialic acid and sulphate residua, whereas 
the second one had no sulphate and was partially daialylated. 
We also studicd the influence of the interaction on the proteolytic 
activity of HLE towards mucins. The implication of sialic acid 
and/or sulphate midues in the binding. and the consqucnccs of 
such an interaction on the activity of SLPI in pulmonary diseases 
where a hypmccretion is observed, a n  dixussed. 

Pronase from Streptosiyces griseus was purchased from 
Calbiochem. Neuraminidase (type VI) from Closrridium 
pcr/ringens (EC 3.2.1.18) was from Sigma. Cellex E cellulose was 

Abbrcviritions d: (r)SLPI. (recombinant) yclctory kwocyte proteinrise inhibitor;HLE,humin kucocytc clasiax: i.c.f.. isoeleetric focusing; PAS. 
pcriodii rad-Schiff. 

To whom comrponkncc shouM be sent. 
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Carbohydlrtc. sulpimte and total amino a& arc u p r d  u 
pcieentagca of dry weight, and individu1 amino acid compositions 
ue uprrrstd u raiducr/lOo raidues. 

Composition 

Colwna ... 1 2 3 

Fu- 
Minnose 
Galictor 
N-Acctyl&wpamine 
N-Aatylgaktosamine 
SisSi .cid 
Glucose 
Total arbohydnte 
Sulphate 
Total imino ridr 
Aspartic iQd 
Threonine 
Serine 
Glutamic acid 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
tCystine 
Methionine 
lsokucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phenylrlinine 
Lysine 
Histidine 
Arginine 

provided from Bio-Rad. Scpharox 2B. 48. 68 and Supcrosc 6. 
M, and pl marken were from Pharmacia. Scrvalyt Precote 3-4  
was from Serva. A11 chernicals were of analylical grade. 

Purification of recombinant SLPI (rSLPI), mucins ind HLE 
rSLPI, a gifî from Synergcn (Boulder, CO. U.S.A.) was 

oblained as previously dercribcd [IZ] and was identical with the 
native protein, which was prepared in Our laboratory [l. Mucins 
were purificd from non-purulent sputum as in [8]. HLE was 
purified from puruknt sputum by the method of Martodam et al. 
[13]. The purity of protein samples was monitored by SDSI 
PAGE and on acid polyacrylamide gels at pH 4.3 as described in 
1141. 

Prcpantioa of mQintory m d a  glycoptptida 
A I g portion of f d r i e d  mucins was submitted to Pronase 

digestion as previously dcscribed [15]. A 650 mg portion of the 
freeze-dried supernatant of the Pronase digest was dirsolved in 
20 ml of 0.1 M-NaCI and applicd to a Ccllcx E ccllulosc column 
(40 cm x 3 cm) equilibrated in O. 1 M-NaCI; elution was 
performed as is describeci in [16]. The so-called 'neutral' 
gIycopeptides were purificd by a first gel filtration on a Sepharose 
2B column followed by a second gel filtration on a Sepharose 68 
column (98.0 cm x 2.5 cm). The so-called 'sulphated' 
glycopeptides were purified on a Sepharox 4B column 
(98.0 cm x 2.5 cm). In the present paper they will bc referred 10 

as 'acid ~lycopcptidcs'. Fractions wcrc chcckcd for protcin 
content by mding the A,,, nm and for neutral hexosc contcnt by 
an automatic orcinol assay. Equilibration and elution of columns 
were performed as described in 1161. 

A 20.6 me portion of the so-called 'neutrai' glycopeptidcs. 
which contain a lowcr amount of sialic acid. was mixed with 
0.6 mg (1 unit) oî neunminidase in 2 ml of 0.1 M-sodium acetale 
bufler, pH 5.0. Incubation was performed at 37 OC for 18 h with 
stirring and the solution was dialyscd and freezc-dried. Further 
glycopeptide purification was camcd out on the same Sepharose 
6B column as that described above. The orcinol-positive peak 
was considercd 10 k the glycopeptide fraction. In the present 
paper this fraction will bc called 'desialylated glycopeptides'. 

SDS/PAGE was carricd out on 4-1 5"; -(w/v)-polyacrylamidc 
gradient gels with the PhastSystem (Pharmacict) to check the 
purity of the glycopeptide fractions (40 /cg of each were loaded). 
The gels were stained with Coomassie Blue for protein detection. 
with Sudan black for lipid and with the periodic acid-Schiff 
(PAS) reagent for carbohydratc. No additional bands wcre 
detccted for protein and lipid. indicating the lack ofcontaminants 
in the mucin and glycopeptide preparations. lsoelectric focusing 
(i.e.f.) of glycopcptides of intcrcst was performed with a 
Multiphor II LKB apparatus on a pH .%6 gradient gcl which 
was staincd with PAS rcagcnt [17]. 

Chtmicai analyses 
Determinations of carbohydrate and sulphatc contents. and 

amino acid analysa of mucins and glycopeptidcs. were performed 
as previously describcd [8]. 

C.d. spectroscopy 
C.d. spectn wcre recordcd with a Jobin Yvon R. J. Mark II1 

dichrograph. Measurements were performed in the far-U.V. 
(250-190 nm) at room temperature in a cell of 0.01 cm path 
Iength. Thc protcin conccntrations wcrc 0.8-1 .O rng/ml Tor singlc 
protcins and 1 .O-2.0 mg/ml for mixtures in 0.0 1 M-sodium 
phosphatc bunèr. pH 7.0. containing O. 15 M-NnCI. Ellipticitics 
in dcgms.crns-dmol-' were expresseci as [Hl. The mean residue 
weight, detennintd from the composition of SLPI. was 109.3. 
For themixtures with mucins and glycopeptides. the samc weight 
was chosen. The theoretical spectrum calculated by the in- 
strument correspondcd to the sum of individual spectra of the 
components al their respective concentrations in the reaction 
mixture. ï h e  difl'erence spectrum was calculated by subtracting 
the experimental spectrum from the theoretical spectrum. 

Digestion of mucim by HLE 
A 0.12 mg portion of HLE was added to 1.2 mg of mucins 

dissolved in 120 jtl of 0.01 M-sodium phosphate buffer, pH 7.0, 
containing 0.15 M-NaCI. and the mixture was incubated at 37 "C 
for difïcrent times (1. 6 and 24 h). The reaction was stopped by 
rcmoving samples and immediately fmzing and frten-drying 
them. Samples were dissolved in the same buffer as that described 
above at a concentration of 4.4 mp/ml. A lOpl sample was 
loadcd on a Supcrosc 6 column cquilibratcd in the sumc huircr; 
the flow rate was 0.4 ml/min and the absorbancc was monitored 
at 210 nm. Another 10 pl was also loaded on a 5-15 O,,-acrylamide 
gradient gel and SDS/PAGE was prformed as describcd by 
Laemmli [18]. The gel was stained with the PAS reagent 1171. 

Elastase inhibitory activity of the SLPI/mucin mixtures 
SLPl was preincubated for 15 min at 20°C with rnucins 
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1 2 3 4 5  
FIg. I.1r.f. of giyeopeptlda over the pH range W 

pl mark- m m  stained with Coomauk Blue (slols I and 5). and 
glycopepîides (50 pl) wcre staincd with PAS rcagcnt. Slois 2 and 3. 
'neutral' glycopeptida berore (slot 2) and arter isiot 3) 
neuraminidare iratrnent ; (slot 4) acid glycopeptides. Sainples werc 
applkd at the position indicalcd by thc arrow. 

W/W) was choxn; Bc  SLPl/mucin mixtiirc wiis incuhiitd with 
HLE and proccssd as dcscribcd ubovc for SDS/PAGE. 

RESULTS 

Total mucins (Tabk I.  column 1) are composed of 68.5?/, 
(w/w) carbohydnte and 19.5 98 (w/w) amino acids. Thremnine, 
senne and prolim. 1he most frequent m i d u a  in mucins. account 
for 32.9 O& of total amino acids. The two glycopeptide fractions 
obtaincd a f i a  Pronase digestion (columns 2 and 3) a n  quite 
similar. Then is a noticcable enrichment in threonine (33.1 % 
and 31.4 O,) and in ~ e n m  (1 5.6 and 15.2 X) when cornparcd 
with mucins (14.4 O/, and 10.3 9h respcctively). The sum of these 
two amino acids accounts for approximately half of the peptide 
c o n  (48.7 O s  and 46.6OE respectively). The content in sulphate is 
3.2 O h  for the mucins and 5.5 for thc acid glycopcptidcs. Thc 
sialic acid content of glycopcptidcs is 1.5 ?, aftcr ncurarninidasc 
treatment (column 3). instead of 3.OoO in the starting rnaterial 
(rcsult not shown). 

Purity and pl detcrminatlom 
Mucins. acid and desialylated glycopeptides were shown to be 

f m  of protein and lipid contaminants by pcrforming SDS/ 
dissolvcd at  the concentration and in the buffer describeci abow. 4-15 O0-PAGE (results not shown). pl values for glycopeptides 
The amount of SLPI was calculated to have a molar excess of 2: 1 were detennincd by i.e.f. in a pH 3-6 gradient (Fig. 1 ). ' Neutral' 
over the HLE 10 be addcd. The same enzyme/mucin ratio (1 : IO. glycopeptides (slot 2) exhibit before ncuraminidasc treatment pl 

Fig. 2. CA. spceba ktmcr 190 an and fSO nm 

Spectrum olSLPl alom (a); (b)+d) difirence spcctra of'SLPl/mucin mixtures (b).  ofSLPl/acid glycopcptidc rnixlures ( c )  and olSLPl/daialylütcd 
glycopeptide mixtures (d). Ratios (SLPl/mucins or SLPI/glycopptide~. w/w)werc: .-.-. 0.1 : 1 : ----. 0.5: 1 : . . . , I : 1. Conditions are dctailed 
in the Materials and methocis section. 
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values ranging from 3.2 to 4.2. these values increasing to 4.0-5.0. 
afier partial derialylalion (slot 3). Acid glycopeptida have a pl 
of lesr than 2.80 (slot 4), thb confinning their strongly acid 
character. 

Fu-U.V. cd. s p a m  of SLPI, œuciœ md glycopepüdes 
The spcctrum of SLPI n shown in Fig. W). It is characterizcâ 

by a positive band at 225 nm and a negative one rt 197 nm. The 
same spectrum wu obuined fw the native and the recombinant 
proteins. Spectra of mucim. aciâ gîycopeptidet and dnialyiated 
glycopeptida w m  characterizcd by a negative shoulder k t w a n  
225 and 230 nm, a mmimum ktween 21 1 and 214 nm and a 
maximum betwœn 198 and 201 nm (mulu not shown). 

Fu-&*. c.d. diiicmec spectm of SLPl/inwia mixtures 
When cakulating the diRennce bctwan thcoretical and ex- 

perimental spectn, the acquisition of positive values 
demonstrata the fonnation of new structures aRer the inter- 
action, whereas mgative bands would indiite the loss of some 
organized structurer. 

Th ra  mixtures were prepated in the ratios (SLPI/mucins) of 
0.1 : 1.0.5: 1 and 1 : I (all wlw) in order to comlate the interaction 
with the amount of SLPI. C.d. spectra ycre morded aner a 
15 min incubation of the mixtures at room temperature. The 
dimerence spectra arc shown in Fig. 2(b). T h m  extrema are 
clearly obtained in a11 mixtures, at 218, 208 and 196 nm. It can 
be obscrved that the values of ellipticities ai these three charac- 
teristic wavelenphs increase with the emount of SLPI present in 
the mixtum, suggesting the fonnation of more organized 
structures in the mokcuk of inhibitor. 

Fu+* .  c.d difftreoce specb. of SLPl/icid glycopeptide 
mixtures 

Th= mixtures were pnpared with varyin8 ratios of SLPI/acid 
glycopeptide (0.1 : 1, 0.5: 1 and I : 1, w/w) as derribed abow. 
The negative band observed in Fig. 2(c) at 1% nm for the 0.1 : I 
and the 1 : 1 mixtures is shined at 199 nm for the 0.5: 1 mixture. 
The negative value of ellipticity increases with Be SLPI/ 
glycopeptides ratio. This mult indicatu a decrease of some 
organized structure cornlatcd with the amount of SLPI in the 
mixtures. 

Thc thrcc mixturcs unalyscd wcrc prcprird in tlic sümc ratios 
as above. As shown in Fig. 2(d), the t h m  difierence spectra arc 
very close to one another, indkating that maximum interaction 
had already ban  reached by the O. I : I ratio. Patterns similar to 
âhose obîained for SLPl/mucin mixturcs were obscrved. and 
th= contrast with thore of the SLPl/sulphate-containing 
glycopeptide mixtum shown in Fig. 2(c). 

Digestion of modnr by HLE 
Degradation ofbronchial mucins by HLE mis studied by gel- 

filtration chromatography (Fig. 3) and SDSIPAGE (Fig. 4). 
Native mucins werc eluted at the void volume of the column 
(17min retention tirne), whereas mucins incubated with HLE 
wen shown to be included (Fig. 3). After a 1 h incubation. one 
can set two unnsolved included peaks ai 18 and 20 min and a 
shoulder at 26 min, the last pcak at 47 min being HLE. When 
mucins were incubated for 6 and 24 h with HLE, the same 
elution pattern was obtaincd: il showcd one major peak 
at 21 min and a shoulder at 26 min. which was increased 
when cornparcd with the 1 h-incubation pattern. The retention 
tirne of the shoulder correspondcd to that of Pronase-digest 

F ~ ~ . ~ S C ~ H « I O ~ ~ ~ ~ D I U C ~ *  by HLE 
Mixtum of mucins/HLE in ratios 10: 1 (w/w) (40 /tg erch of 
mucins) were baded on the column (for conditions. set the Maicriais 
and mcthods section). -. Mwjns alonc: -.-S. mucins/HLE ancr 
l hincubtion dme ;----.afkr 6or 24 h imubotion time. Marken: 
1. Pronasedigest dycopcptida (M, ); 2. thyroglobulin (M, ); 
3. BSA (M, ); 4, bmnchii lysozyme (M, ). 

1 2  3 4 5 6 7 6  

Fit. 4. SDS/SIS% -PAGE aC ~IW&II (40 lil) dkrrtcd by HLE rfts,  
w+thout. preincuùatlon with SLPI u descrika in the Materiah and 
nietbods rcc(ioi 

Slot 1. mucins atone; 2. SLPl/mucins: 3. SLPl/mucins after 1 h 
incubation with HLE: 4. iner 6 h incubation with HLE: 5. afier 
24 h incubation with HLE; 6. mucins incubaicd with HLE for I h; 
7, for 6 h: 8. Tor 24 h. Thc u p p r  arrow indifata the position of 
Pronax-dig& plycopcptidu and the lomr arrow that oïthe marker. 
a,-acid glycoproiein (M, 45000). 

glycopcptidcs. which have M, valucs of 4üOûUk500000. The 
same fractions were loadcd on a 5-1 5 O;,-acrylamidc gel. subjectcd 
to SDS/PAGE and stained with PAS rcagcnt (Fig. 4). Nativc 
mucins (slot 1) wcn shown to be located ai the top of thc gel, in 
accordann with their high M,. By constrast, mucins degraded by 
HLE migrated in the stacking gel. but also in the separating gel 
as bands more nrongly revealed as the incubation lime increased 
(slots &a). The staining pattern in this sepamting gel 
corresponded to that obtained with Pronase-digest glycopcptides 
(indicatcd by the uppcr arrow). 

Effcct of the SLPI-macin interaction on the proteolysis of 
mucins by HLE 

On SDSIPAGE (Fig. 4). the SLPl/mucin mixture (dot 2) was 
loaded as the reference. After I h of incubation with HLE (slot 
3), the pattern was similar to the nference. whereas after 6 h of 
incubation (slot 4) a strong staining in the stacking gel and a Taint 
staining in the separating gel could be observed. indicating that 
proteolysis of mucins had occurred. After 24 h of incubation. a 
similar result was obtained (slot 5). In comparison with mucins 
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incubatcd with HLE only (slots 6-8). whcrc proteolysis had 
ülrccidy occurrd alicr I h (slot 6). one crin conciudc thut SLPl 
eiïiciently prewnts from tbis proteolysis during 1 h, but tams IO 
losc part of its inhibitory activity at longer incubation tirne 
(siou 7 and 8). 

Individual spectir of SLPI. mucins and glycopeptides show 
that thgc mokukr  adopt m inorpnized tccondary structure in 
solution. SLPI nmun haâ aIrrrdy km studicd by Grütter et 
al. [3] by the use of X-ny cryrtallography. Thosc authon 
observai, for both domains, an intemal doubk-stnndcd ,Y-shect 
surrounded by 'a flat structure correspondin8 to the primary 
enzyme-binding scgtnent'ïhis smdl amount of sccondary struc- 
ture in the protein explaios the c.d. spcctnim that we obtaimd. 
The positive band at 225 nm is probably due to the presencc of 
the eight disutphide bonds in the mokcuk. This phenomenon 
was already described for other smal disulphide-rich proteins 
such as wheat-gcnn agglutinin or hevein -[l9]. ~no ihe r  ex- 
olanation could be the contribution of 6-turns. as described bv 
Woody [20) for polypeptides including'a pre&nderancc of i- 
structures. SLPI. which contains I l  94 of prolinc rcsidues, has 
two proline pairs adopting a polyproline-II-like conformation 
[3]. C.d. spectra of mucins and glycopepfides are also typical of 
inorganized structures. Thcy are in total accordance with thox 
described by Feldhoffcr al. [21]. Those authon also demonstrated 
a shouMer at 225 nm for intact mucins and a minimum band at 
210 nm for their glycopeptides afker Pronase digestion. They 
wcplained the difference to be dependent on the carbohydrate 
moiety of the giycopeptidcs. 

Interaction betwan SLPI and bronchial rnucins (or 
glycopeptides prodwxd therefrom) has km demonstrated to 
occur in solution in a physiological buffet by the use of c.d. 
spectroscopy. The bat-characterizcd intcraction was obtained 
whcn SLPI was mixcd with mucins. A change in the xcondary 
structure, with the appeannce of a-helical type structure. could 
be obrwcd. We can hypothesite that SLPI adopts a new 
conformation when it binds to rnucins. An incrcase in the 
cllipticity with the amount of inhibitor prescnt in thc mixture 
supports this hypothesis. The interaction may bc cxplüined by 
the prcsmce of positive charges on the surface of the strongly 
basic inhibitor with the acid nsidws of sialic acid and sulphate 
on the glycan chains of muciw. Such an ionk interaction bctwecn 
mucus protcinasc inhibitor and mucins has already becn 
demonstrated by w [7,8]. Moreowr, two other basic proteins 
prescnt in bronchial seuetions. namely lysozyme [5] and 
lactofemn [6], have ken l o w n  Io interacl with mucins by 
electrostatic forces. 

In order to identify the type of linkap and to study the role of 
acid residues on the glycan chains of mucins in the establishment 
of their interaction with SLPI, Iwo kinds of glycopeptides, 
diffennt in charge, werc prcpsrcd. Acid glycopeptides contained 
sialic acid residucs (2.1 %) and sulphate (5.590). Characteristic 
difference spectra were obtained: a minimum between 196 and 
199 nm was shown, which correspondcd Io a decrease of tome 
organized structure. This interaction may bc of clinical 
nhvance. sina mucin-type glycoproteins isolated from cultured 
epithelial cclls from patients with cystic fibrosis have been shown 
to be ovenulphated [22]. 

The second kind of glycopeptida investigatcd had no sulphate 
and containcd only a fcw acid charges afker incomplctc rcmoving 
of sialic acid groups. ln this car only small diffcrcnccs wcre 
observed when varying the ratios in the mixtures with SLPI. 
From this experiment. it can be concluded that SLPI interacts 

wcakly with dcsiulyLt4 plycopcptidcn. this intcriiction possihly 
occurring through thc rcmiiining siülic ucid rcsiducs. 

Finally. both glycopeptide fractions rcacted with SLPl in a 
different manner when compared with macromolecular mucins, 
which wouM suggest that, besides the eiiect of acid charges 
discusseû abow, the conformation of rnucins may have an 
influence on the interaction. Moreover, the major difference 
ktween muans and giycopeptides is the presence on the peptide 
con of rnucins of naked regions which are destroyed by Pronase 
treatmmt [4]. The l o s  of these nakcd regions did not signikantly 
influence the c.d. spcctn of the glycopeptides as compared with 
that of mucins, these spectra bcing largely dependent on the 
carbohydrate mouties (-73 O;; Tabk 1). Binding of SLPI with 
rnucins, whih is comlatcd with the presence of acid charges 
on the glycan chains, might be increascd by peptidtpeptide 
interaction. 

SLPl is considered to be the major inhibitor of kucocyte 
elastase and cathepsin G in the upper respiratory tract where its 
physiological concentration is suficient to counteract the action 
of these proteinases [23]. At this level. mucins are the predominant 
component of secretions. One role for these secretions in the 
defence of the respiratory tract is to act as a barrier against 
protcolytic attacks of enzymcs rclcascd from ncutrophils. 

Assuming that the M, of mucins ranges from 0.5 x 10' to 
1.5 x 10' [4], one can calculate that 42 to 128 molecules of SLPI 
will bind to 1 mokcule of mucin in the 1 : l mixture studied. This 
rcsult is of clinical importance. since it asigns a role for SLPl as 
a protective agent in the mucus gel against proteolysis of mucins. 
Enzymes released from leucocytes or from bacteria were shown 
to be capable of hydrolysing pig gastric rnucins [I I l .  In the 
human mpiratory tract, the presence of the inhibitor bound in 
large quantity to the mucins may act as protective coat against 
HLE. Morcover, HLE has ban  shown to stimulate the release of 
rnucins from primary cultum of hamster tracheal epithelial cells 
(241. However, although HLE could degrade these rnucins, the 
incomptete digestion-observed by those authors (241 was 
suggcstcd to bcdue in part Io the prcscncc ofan SLPl countcrpart, 
'antikukoprotease'. in the culture medium. 

Our results confirm this hypothesis. since (1)  HLE was shown 
to rapidly proteolyse human bronchial rnucins into glycopeptides 
and (2) SLPl bound to mucins wilr ciipiihlc or prcvcntinp thcir 
proteolysis for I h al 37 OC. 

Thcrc is direct evidencc for an intcraction hetwccn SLPl and 
bronchial mucins. This binding lcads to a modification of thc 
secondary structure of the inhibitor. The role of sialic acid and 
sulphate rcsidues has becn demonstrated by the use of differently 
charged glycopcptides. the interaction king almost totally 
suppressed when desialylated glycopeptida were used. We also 
demonstrate that SLPI has a protective etl'ect against proteolysis 
of mucins by HLE, thus allowing them to keep their rheological 
properties. This would bc of clinical rclevancc in pathological 
statcs where qualitative and/or quantitative modifications of the 
secretions, and espccially of rnucins. are obscrved. such as in 
chronic bronchitis or in cystic fibrosis. 

Wc thank Dr. R. C. Thompson for ihe pif1 of rSLPl 
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CONCLUSIONS 

1. L'interaction entre le MPI et les rnucines bronchiques 
modifie la structure du MPI par la formation d'hélice-a, alors que 
seul il adopte en solution une structure inorganisée. Ce changement de 
conformation peut avoir des conséquences sur l'activité du MPI envers 1'ELH. 

2. L'interaction du MPI avec les glycopeptides de rnucines "sulfatés" 
est différente de celle obtenue avec les rnucines. Elle est très faible avec les 
glycopeptides "neutres" désialylés. Cela montre que les résidus de sulfate 
et d'acide sialique sont largement impliqués dans l'interaction avec 
le MPI. 

3. L'ELH dégrade rapidement les rnucines bronchiques en 
glycopeptides ayant une masse équivalente aux glycopeptides pronasiques 
(Mr = 440 000). Ceci a pour conséquence une perte des propriétés 
rhéologiques de la solution de rnucines puisque l'aspect géliforme que 
l'on observe au départ disparaît après la protéolyse. 

4. Le MPI associé aux rnucines est capable de retarder et 
de diminuer l'effet néfaste de I'ELH sur les rnucines. 

5. L'interaction MPI-mucines démontrée dans ce travail peut avoir 
une importance à deux niveaux dans la physiopathologie 
pulmonaire. Tout d'abord, elle confère au MPI un rôle dans la protection 
des rnucines contre la protéolyse et le maintien de leurs propriétés 
rhéologiques ; d'autre part elle peut influer sur l'équilibre "protéase- 
antiprotéase" au niveau bronchique du fait de la diminution de 
l'activité inhibitrice du MPI envers I'ELH. 
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CHAPITRE III 

INTERACTION DU MPI 
AVEC LES 

SERINE-PROTEASES 



A. 1. ELASTASE GRANULOCYTAIRE 

Aucun réactif titrant spécifique du site actif de l'ELH n'étant disponible 
dans le commerce, nous avons mesuré I'activité de la solution utilisée grâce 
aux constantes cinétiques déterminées par Nakajima et coll. (148) avec le 
substrat succinyl-(Ala)3-paranitroanilide (Suc-(Ala)3-pNA). L'activité a été 
rapportée à la concentration en protéine déterminée par son absorption à 280 
nm et a montré que la préparation avait 94 % de l'activité théorique (voir 
Annexe technique, g E. 1.). 

La courbe d'inhibition de I'ELH par le MPI est linéaire (Fig. 12). 
L'extrapolation pour une activité nulle donne un rapport molaire d'inhibition 
I/E = 1,32/1. Etant donné que ce rapport est proche de 1/1, on peut admettre 
qu'une molécule de MPI interagit avec une molécule d'ELH. Nous pouvons en 
déduire que la préparation de MPI est active à 75,7% sur 1'ELH. 

A. II. CATHEPSINE G GRANULOCYTAIRE 

De même que précédemment, l'activité de la préparation d'enzyme a 
été mesurée grâce aux constantes cinétiques décrites avec le substrat 
succinyl-(Ala)2-Pro-Phe-paranitroanilide (Suc-(Ala)2-Pro-Phe-pNA) (148). 
Cette activité a été rapportée à la concentration en protéine, ce qui a montré 
que la préparation avait 96 % de l'activité théorique (voir Annexe technique, 
8 E. II.). 

La courbe d'inhibition de la Cat G par le MPI est linéaire (Fig. 13). 
L'extrapolation pour une activité nulle montre un rapport d'inhibition de 
1,1811. Etant donné que le rapport molaire est proche de 1/1, on peut admettre 
qu'une molécule d'inhibiteur interagit avec une molécule de Cat G. Nous 
pouvons en déduire que la préparation de MPI est à 84,7% active sur cet 
enzyme. 



O 1 0  2 0  30 4 0  5 0  6 0  7 0  

Concentration en MPI (10- *Y) 

Figure 12 : Titration de la solution de MPI par I'ELH. 
Concentration finale en enzyme : 24,6 x 10-8 M. 
L'incubation est effectuée pendant 10 min ài 2S°C, puis l'activité 
amidasique résiduelle de l'enzyme est mesurée après addition du 
substrat Suc-(Ala)3 -pNA (10-3 M). 



O 1 0  2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  7 0  

Concentration en MPI (10- 8 ~ )  

Fieure 13 : Titration de la solution de MPI par la Cat G. 
Concentration finale en enzyme : 3351 x 10-8 M. 
L'incubation est effectuée pendant 10 min à 2S°C, puis l'activité 
amidasique résiduelle de l'enzyme est mesurée après addition du 
substrat Suc-(Ala)2-Pro-Phe-pNA (10-3~) .  



B .  INTERACTION AVEC UN ENZYME D'ORIGINE 
ANIMALE : LA TRYPSINE BOVINE 

L'étude de la stoechiométrie & réaction entre le MPI et la trypsine bovine 
est importante dans le but de déterminer la position et le nombre de site(s) 
actif(s) envers cet enzyme. Actuellement, certains auteurs pensent que le site se 
trouve entre les résidus Arg20-Tyr21 (67) alors que d'autres pensent qu'il est 
situé dans le second domaine de la molécule près du site actif envers l'ELH 
(64-66). D'autre part, Boudier et Bieth (147) pensent que le rapport molaire 
I/E est 112. 

La trypsine bovine a été titrée selon la méthode décrite par Chase et Shaw 
par le réactif p-nitrophényl-p'-guanidinobenzoate (149). L'hydrolyse de ce 
composé par la trypsine passe par la formation instantanée d'un intermédiaire 
d'acyl-enzyme avec la libération de p-nitrophénol. L'étape de désacylation est 
très lente et donc non mesurable. La quantité de phénol libéré est exactement 
équivalente à la concentration en site actif de l'enzyme. 

Le calcul de la concentration en- site actif dans l'enzyme rapportée à la 
teneur en protéine permet de conclure que la solution de trypsine contient 
64,7% d'enzyme actif (voir Annexe technique, 5 E. III.). 

Après extrapolation de la partie linéaire de la courbe d'inhibition de la 
trypsine par le MPI pour une activité nulle, on obtient la concentration en MPI 
au point d'équivalence (Fig. 14). Cette valeur est rapportée à la concentration 
en site actif de l'enzyme, ce qui permet d'obtenir le rapport 1 1 '  de 1,2911 au 
point d'équivalence. Sur la base d'une stoechiométrie d'interaction de 1/1, on 
peut donc calculer que la préparation de MPI est active à 773% sur la trypsine 
bovine. 



O 3 0  6 0  9 0  1 2 0 1 5 0 1 8 0 2 1 0 2 4 0 2 7 0 3 0 0  

Concentration en MPI (1 0- *M) 

Fimre 14 : Titration de la solution de MPI par la trypsine 
pancreatique bovine. 
Concentration finale en enzyme : 57,2 x 10-8 M. 
L'incubation est effectuée pendant 10 min à 2S°C, puis l'activité 
résiduelle de l'enzyme est mesurée après l'addition du substrat 
N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (0,5 x 10-3 M). 



CONCLUSIONS 

1. L'inhibiteur bronchique réagit selon des réactions équimolaires avec 
les trois sérine-protéases testées. 

Les rapports molaires obtenus expérimentalement sur des préparations 
d'enzymes granulocytaires standardisées et sur un enzyme titré directement 
sont très proches et montrent qu'une faible partie de la préparation de MPI est 
inactive (environ 20%). 

Enzyme 
ELH 
Cat G 

Trypsine bovine 

2. Ces résultats montrent aussi qu'un seul site actif réactionnel 
existe dans la molécule de MPI. Nos résultats sont donc en accord avec 
ceux déjà décrits dans la littérature (46, 57, 58). Par contre, nous n'avons pas 
retrouvé des rapports molaires I/E de 1/2 pour la Cat G et la trypsine bovine 
comme ceux que Boudier et Bieth ont publiés (147). 

Rapport molaire (I/E) 
1,3211 
1,1811 
1,29/1 
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CHAPITRE IV 

r, l'UDE STRUCTURALE 
DU MPI 



Cette étude a été entreprise dans le but : 

1) d'amener de nouvelles connaissances quant à la structure primaire du 
MPI et notamment des deux domaines en relation avec leur capacité inhibitrice 
propre et avec leur capacité à interagir avec d'autres constituants du mucus. 
Les données de la littérature sont limitées à la connaissance des 29 premiers 
acides aminés de l'extrémité N-terminale (48). 

2) de comparer la molécule d'origine bronchique aux inhibiteurs isolés 
des autres sécrétions beaucoup mieux décrits dans la littérature, notamment 
l'inhibiteur salivaire (49) et au rSLPI qui nous a été donné par Synergen. 

3) de localiser la différence de masse obtenue par ESMS (voir Chapitre 
I . ,§B.N.,p.62).  

L'étude de la structure primaire a été effectuée tout d'abord sur la 
molécule entière afin de vérifier l'intégrité structurale de la préparation de 
MPI. 

Nous avons ensuite entrepris de cliver la molécule au niveau de la zone 
intermédiaire entre les deux domaines (Fig. 15). Jusqu'à maintenant, les deux 
domaines du SLPI ont été obtenus par des techniques de biologie moléculaire 
(64-66). Notre principal problème a été de trouver une méthode 
permettant une coupure sélective entre les deux domaines tout en 
préservant l'intégrité de chacun, de manière à conserver leur 
activité biologique. 

A .  SEQUENCE N-TERMINALE ET MASSE DE LA 
MOLECULE ENTIERE 

Comme déjà décrit dans le Chapitre 1, (j B. III. et B. IV., p. 62, la 
séquence N-terminale correspondant aux 9 premiers résidus d'acides aminés et 
la masse chimique obtenue par ESMS attestent de l'intégrité de la préparation 
de MPI. 



Finure 15 ; Structure du rSLPI cristallisé déduite de l'étude par 
diffraction des rayons X (67). La double flbche indique le lieu 
de coupure prévu au niveau de la liaison Aspqg-Pro50 après 
traitement par l'acide formique. Les double V indiquent les 
positions des sites actifs envers les protéases (67). 



B. SEPARATION DES DEUX DOMAINES 

Dans le but d'obtenir les deux domaines dans leur intégrité, il nous a fallu 
rechercher une méthode permettant une coupure située dans la zone charnière 
comprise entre les acides aminés Leu48 et Lys63 si l'on se réfere à la structure . . primaire du SLPI (67). La orésence d'une liaison uniaue ASD-Pro en position 
49-50 a donc été mise à ~rof i t  Dour obtenir un cl ivas s~écifiaue à ce niveau 
par l'acide formique (150). 

B. 1. COUPURE CHIMIQUE DE LA LIAISON ASP-PRO 

Le traitement est effectué en parallèle sur le MPI et sur le rSLPI. 5 mg 
d'inhibiteur sont dissous dans 3,5 ml d'acide formique à 100% (Merck) et 
1,5 ml d'eau Millipore puis incubés à 40°C pendant 7 jours. Le mélange est 
ensuite dilué par un volume d'eau puis lyophilisé ; deux rinçages par l'eau 
suivis de lyophilisations sont effectués afin d'éliminer les traces d'acide. Etant 
donné que le MPI est une protéine acido-stable, le traitement par l'acide 
formique a été allongé à une semaine au lieu de 48 h (150) afin d'augmenter le 
rendement de coupure. 

B. II. SEQUENCES DES FRAGMENTS OBTENUS APRES 
TRAITEMENT DU MPI PAR L'ACIDE FORMIQUE 

Dans un premier temps, afin de contrôler la sélectivité de la méthode 
de clivage utilisée, la détermination de séquence a été effectuée sans séparation 
préalable des fragments résultant du traitement du MPI par l'acide formique. 

Trois séquences ont pu être identifiées par comparaison avec la 
structure connue du SLPI (Fig. 15). Celles-ci sont indiquées dans la Fig. 16. 
La première séquence correspond 2 celle de l'extrémité N-terminale de la 
molécule entière ; la deuxième résulte de la coupure spécifique attendue de la 
liaison Aspqg-Pro50 ; la troisième semble être la conséquence d'un clivage 
partiel de la liaison Asp52-Thr53. 



Séquence N-terminale 

1 9 
Ser Gly Lys Ser Phe Lys Ala Gly Val- 

Séquences provenant du clivage 

50 58 
-Pro Val Asp Thr Pro Asn Pro Thr Arg- 

53 61 
-Thr Pro Asn Pro Thr Arg Arg Lys Pro- 

W r e  16 ; Séquences obtenues après traitement par l'acide formique de 
l'inhibiteur bronchique. 



Afin d'identifier de manière précise l'élément responsable de 
l'augmentation de la masse du MPI et de définir s'il existe un site actif 
d'inhibition dans chacun des domaines, nous avons entrepris de les purifier. 

B. III. PURIFICATION DES FRAGMENTS DE MPI ET DE 
rSLPI PAR HPLC EN PHASE INVERSE 

B. III. 1. Colonne CS Synchropak (Synchrom) 

La colonne utilisée (250 x 4,l mm) est composée de silice sur 
laquelle sont greffés des groupements octylsilane (C8). Les conditions d'élution 
sont décrites dans la légende de la Fig. 17. Le profil obtenu à partir du MPI 
montre trois fractions (Fig. 17). La première est éluée à 21% de solvant B ; la 
Fraction 2 est composée d'un pic élué à 32% et d'un autre élué à 34% ; enfin la 
Fraction 3 est éluée à 40%. Le temps de rétention du dernier pic correspond à 
celui du MPI lorsqu'il est déposé seul sur la même colonne (flèche verticale). 
Seules les deux dernières fractions (2 et 3) possèdent des activités anti- 
élastasique et anti-trypsique détectées en microplaques (voir Annexe technique, 
9 F.1. 

L'étude de ces trois pics en SDS-PAGE sur PhastGel (encart) montre 
que la Fraction 1 correspond à un peptide de Mr = 8 200 ; la Fraction 2 
montre une bande de Mr comprise entre 8 200 et 10 800 et une deuxième 
bande protéique située à 14 600 ; la Fraction 3 contient quant à elle le MPI non 
clivé situé entre 19 000 et 20 100. 

Les même types de profils chromatographique et électrophorétique 
sont obtenus avec le rSLPI ; seule la Fraction 3 a disparu, ce qui indique que la 
totalité de la protéine recombinante a été clivée. 

Les Fractions 1 et 2 sont ensuite purifiées sur une colonne Cl8  afin 
d'obtenir des produits propres pour les études de caractérisation des domaines. 



. .  . , 

Temps de rétention (min) 



B. III. 2. Colonne Cl8 pBondapak (Waters-Millipore) 

La colonne utilisée (300 x 3,9 mm) est composée de silice greffée 
par des groupements de type octadécylsilane (C18). 

B. III. 2 . 1 .  Purification des Fractions 1 

Les profils des Fractions 1 obtenues précédemment pour le MPI et 
le rSLPI montrent un seul pic homogène élué à 26% de solvant B 
(Fig. 18, A et C). 

Après électrophorèse à pH 4,3 sur PhastGel, nous pouvons observer 
deux bandes majeures qui migrent à un niveau proche du front de migration, 
attestant du caractère basique de ces composés (Fig. 19 A, ligne 1). L'obtention 
de 2 bandes dans ce système de gel peut s'expliquer par une désamidation 
partielle des résidus Asn et Gln au cours de la préparation. Cette fraction ne 
montre aucune activité inhibitrice envers la chymotrypsine bovine (Fig. 19 B). 
Ce résultat confirme ceux obtenus après la séparation sur colonne C8. D'autre 
part, après avoir effectué un transfert électrique à partir du gel acide (voir 
Annexe technique, 5 D. II.), la fraction réagit positivement avec des 
immunoglobulines dirigées contre la protéine native (Fig. 19 C). Les mêmes 
résultats sont obtenus avec les Fractions 1 dérivées du MPI et du rSLPI. 

B. III. 2.  2 .  Purification des Fractions 2 

Le profil obtenu pour le MPI montre un pic assez large élué à 29% 
de solvant B avec un épaulement à 30% (Fig. 18 B). Le profil obtenu pour le 
rSLP1 montre un premier pic majeur élué à 31% de solvant B et un second pic 
élué à 33% (Fig. 18 D). 

En gel acide (Fig. 19, lignes 2), une bande majeure et une bande 
mineure de mobilité plus élevée sont visualisées (partie A). L'étude de 
l'activité inhibitrice montre que les deux bandes possèdent une activité envers 
la chymotrypsine bovine (Fig- 19 B). De même que pour les Fractions 1, les 
deux bandes réagissent positivement avec les anticorps dirigés contre le MPI 
natif (Fig. 19 C). Le même profil électrophorétique en gel acide est obtenu 
pour les deux pics correspondant à la Fraction 2 du rSLPI. 

Nous pouvons conclure que la méthode de coupure utilisée n'a pas 
modifié la conformation propre des deux domaines puisqu'ils réagissent 
positivement avec un immunsérum dirigé contre la molécule entière. 



O 20 4 0  6 0  O 2 0  4 0  60 

Temps de rétention (min) 

m r e  18 ; Chromatographie HPLC sur une colonne C l 8  des  
Fractions 1 (A, C) et des Fractions 2 (B, D) obtenues sur la 
colonne C8 avec le MPI (haut) et le rSLP1 (bas). 
Solvant A : ATFA 0,1% dans eau Millipore 
Solvant B : ATFA 0,1% dans acétonitrile 
30 pg sont déposés pour le MPI et 80 pg pour le rSLPI. Le 
débit est de 1 ml/min et le volume des fractions recueillies est 
de 1 ml. 



Etude électrophorétique à pH 4,3 sur PhastGels 
(20% high-density) de la Fraction 1 (lignes 1) et de la 
Fraction 2 (lignes 2) de MPI purifiees sur la colonne 
Cl8  (voir Annexe technique, 5 A. II. 5.). 

A : coloration au bleu de Coomassie R-250 (180 ng). 
B : révélation de l'activité inhibitrice envers la chymotrypsine 
bovine (90 ng). 
C : révélation irnmunologique, après transfert électrique, à 
l'aide des immunoglobulines anti-MPI total (60 ng). 



Ce CARACTERISATION DES DEUX DOMAINES 

C. 1. COMPOSITIONS EN ACIDES AMINES 

Ce 1. 1. Compositions des Fractions 1 

La composition en acides aminés de la Fraction 1 du MPI éluée de la 
colonne de Cl8 (voir Fig. 18 A) montre que nous sommes en présence du 
domaine N-terminal comprenant les résidus d'acides aminés 1 à 49 
(Tableau XI). En effet, en accord avec la séquence du SLPI connue dans la 
littérature (49), aucun résidu Met n'est retrouvé dans cette partie de la 
molécule. D'autre part, le seul résidu Ile présent dans la molécule est retrouvé 
dans cette fraction. La composition chimique de la même fraction obtenue à 
partir du rSLPI (Fig. 18 C) est identique. Dans la suite du travail, ces 
domaines seront appelés MPI-1 et rSLPI-1. 

C. 1. 2. Compositions des Fractions 2 

La composition en acides aminés des Fractions 2 éluées de la colonne 
de C l8  (voir Fig. 18 B et D) montre que nous sommes en présence des 
domaines C-terminaux du MPI et du rSLPI comprenant les résidus d'acides 
aminés 50 à 107 (Tableau XI). Aucun résidu Ile n'est dosé, tandis que les 
résidus Met localisés uniquement dans le deuxième domaine de la molécule 
(Fig. 15) sont dosés. Les déficits de un résidu Met (Fraction 2 du MPI) et de 
deux résidus Met (Fraction 2 du rSLPI) peuvent s'expliquer par des réactions 
d'oxydation au cours du traitement qui auraient conduit à la formation de Met 
sulfoxyde non quantifié dans l'analyse. Dans la suite du travail, ces domaines 
seront appelés MPI-2 et rSLPI-2. 



Com~ositions chimiques des domaines N- et C-terminaux obtenus 
a ~ r è s  traitement du MPI et du rSLPI Dar l'acide formique 

Les valeurs sont calculées pour un total de 48 résidus au lieu de 49 dans les 
domaines N-terminaux (Trp n'étant pas dosé) et de 58 résidus pour les 
domaines C-terminaux. 
(a) : le calcul de la composition en acides aminés est déduit de la séquence du 
SLPI (49). 
n.d. : non déterminé. 



C. II. SEQUENCES PEPTIDIQUES 

C. II. 1. Séquences N-terminales de MPI-1 et rSLPI-1 

La séquence peptidique effectuée sur les 12 premiers résidus d'acides 
aminés montre que MPI-1 est pur (Tableau XIï). D'autre part, la séquence est 
identique à la partie N-terminale du MPI natif (Fig. 20). Le même résultat a 
été obtenu pour le domaine N-terminal prépan5 à partir du rSLPI. 

C. II. 2. Séquences N-terminales de MPI-2 et rSLPI-2 

Les résultats de séquence pour MPI-2 (Tableau XII) et rSLPI-2 
semblent confirmer, d'après le rendement de chaque cycle de séquençage, 
l'existence d'une coupure mineure au niveau de la liaison Asp52-Thr53, déjà 
détectée sur le mélange de départ (voir 5 B. II., p. 85). Ce résultat pourrait 
expliquer la présence d'un épaulement dans le profil d'élution de MPI-2 sur la 
colonne Cl8 (Fig. 18 B) et la présence des deux pics incomplètement séparés 
pour rSLPI-2 (Fig. 18 D). 

Nous pouvons aussi conclure que la séquence en acides aminés du 
MPI comprise entre les résidus 50 et 68 est en tous points identique à celle du 
SLPI décrite dans la littérature (49) (Fig. 20). 

C. III. MASSES MOLECULAIRES 

Les masses exactes des deux domaines ont été étudiées par ESMS (voir 
Annexe technique, 5 1.) dans le but : 

1) de confirmer l'intégrité des domaines 
2) de vérifier la présence des séquences mineures 
3) de localiser la différence de masse obtenue sur la molécule entière 

(voir Chapitre 1, 5 B. IV., p. 62 et 63) 



TABLEAU X4 

Rendements en picomoles pi moles) des cvcles de séyencaee 

pour MPI-1 et MPI-2 

n.q. : non quantifié. 
X : présence d'une cystbine engagée dans un pont disulfure ; aucun PTH-dérivé 
n'est identifié dans le cycle correspondant. 

no cycle 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 

pmoles 

16,l 
43,l 
43,O 
23,4 
n.q. 
22,l 
7,1 

17,8 
9,1 

14,3 
8 ,O 
- 

n.q. 
7 ,O 
n.q. 
2,6 

MPI- 1 
acide 
a m i .  

Ser 
G ~ Y  
LYS 
Ser 
Phe 

LYS 
Ala 
GlY 
Val 
X 

Pro 
Pro 

acide 
aminé 
Thr 
Pro 
Asn 
Pro 
Thr 

Arg 
Arg 
Lys 
Pro 
Gly 
Lys 
X 

Pro 
Val 
Thr 
Tyr 

pmoles 

n.q. 
19,l 
25,8 
n.q. 
27,3 
17,s 
22,4 
17,9 
13,9 

- 
3 ,3 
1 ,9 

MPI-2 
pmoles 

103,8 
100,2 
44,4 
18,3 
48,O 
51,2 
43,2 
18,4 
11,l 
12,8 
20,s 
21,4 
7 ,9 
6,6 
- 

10,9 
12,2 
n.q. 
8,1 

no cycle 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

acide 
aminé 
Pro 
Val 
A ~ P  
Thr 
Pro 
Asn 
Pro 
Thr 

Arg 
Arg 
LYS 
Pro 
G ~ Y  
LYS 
X 

Pro 
Val 
Thr 
Tyr 



SLPI 
MPI- 1 
rSLPI- 1 

1 
Ser Gly Lys Ser Phe Lys Ala Gly Val 
Ser Gly Lys Ser Phe Lys Ala Gly Val 
Ser Gly L ~ S .  Ser Phe Lys Ala Gly Val 

SLPI -1 
MPI-1 1 Pro Pro- 1 

rSLPI-2 1 Lys Pro Gly 1 - - - - - - 

SLPI 
MPI-2 
rSLPI-2 

Fimire 20 : Comparaison des séquences obtenues pour MPI-1, rSLPI-1, 
MPI-2 et rSLPI-2 avec celle du SLPI (49). 
- : non séquencé. 

-Pro Val Asp Thr Pro Asn Pro Thr Arg Arg 
-Pro Val Asp Thr Pro Asn Pro Thr Arg Arg 
-Pro Val Asp Thr Pro Asn Pro Thr Arg Arg 



C. III. 1. Masses moléculaires de MPI-1 et rSLPI-1 

Le spectre de masse de MPI-1 (Fig. 21) montre trois séries majeures 
d'ions multichargés de 5 à 7 charges (A, B et C). La série A a une Mr de 
5399,s f 0,6 (Tableau XIII), ce qui est en accord avec la masse théorique 
calculée (Mcal) à partir de la sCquence du SLPI (49) qui est de 5404,s. La 
différence de masse de 5 unités est imputée à la présence de ponts disulfure. La 
série B (Mr = 5428,6 f 0,7) correspond à un peptide ayant une masse 
augmentée de 29,l par rapport à la série A ; la Mr de la série C est aussi 
augmentée de 26,7 par rapport à la série B. Ces deux formes (B et C) 
pourraient correspondre à MPI-1 ayant subi une modification de sa structure 
par une réaction de formylation au cours du traitement (151). 

Le spectre de masse de rSLPI-1 montre cinq séries d'ions 
multichargés de 5 à 7 charges (A à E) (Fig. 21). On peut distinguer deux 
familles : la première est majeure et correspond aux séries A, B et C et la 
seconde qui est mineure correspond aux séries D et E. Dans la famille 
majeure, la série B la plus représentée correspond à un peptide de Mr = 
5429,OO f 0,7, la série A à un peptide de Mr = 5400,44 f 0,3 et la série C à un 
peptide de Mr = 5457,7 + 1,3 (Tableau XIII). On peut donc en déduire que la 
masse de la série A est en accord avec la Mcal pour rSLPI-1. Comme 
précédemment, on retrouve un déficit de 4,l qui est dû à la présence des ponts 
disulfure. La série B montre une Mr augmentée de 28,6 par rapport à la série 
A, de même la Mr de la série C est supérieure de 28,7 par rapport à la série B. 
Ces résultats sont tout à fait comparables à ceux obtenus pour MPI-1 ; dans ce 
cas, les séries B et C seraient des peptides correspondant à rSLPI-1 ayant subi 
des réactions de formylation. Les séries D et E mineures correspondent 
respectivement à des peptides de Mr = 5285,l + 0,2 et 5313,2 + 0,9 (Tableau 
XIII). La différence de masse entre la série D et la série A est égale à 115,3 ; 
la série D pourrait correspondre à la séquence du rSLPI-1 amputée du résidu 
Asp49 qui aurait été éliminé par énucléation (152) au cours du traitement par 
l'acide formique (la masse d'un résidu Asp est de 115,l). La série E serait le 
même peptide formylé puisque la Mr est augmentée de 28,l. 

Nous pouvons conclure que le traitement par l'acide formique 
effectué sur MPI et sur rSLPI donne le même résultat pour les 
domaines N-terminaux. Les masses obtenues montrent qu'ils sont 
intacts apres traitement par l'acide formique. Dans le cas de rSLPI-1, 
une partie mineure (20%) a subi une énucléation du résidu Aspqg en position 
C-terminale dans le domaine. 



Fimire 21 ; Spectres de masse obtenus par ESMS de MpI-1 et 
rSLPI-1. Une famille majeure composée de trois séries (A, B 
et C) et une famille mineure composée de deux séries (D et E), 
uniquement dktect6e dans le cas de rSLPI-1, sont visualisées. 
Les séries A, B et C correspondent ii la masse attendue tandis 
que les séries D et E présentent une Mr diminuée de 115, 
attribuée A la perte du résidu Aspqg (voir Fig. 15, p. 84). 



TABLEAU XIIl 

Résumé des résultats des mwres effectuées en ESMS sur MPI-1 et rSLPI-l. 

Les différences de masses indiquées en gras correspondent à celles des 
peptides les plus proches de la masse théorique calculée d'après la 
séquence ; celles qui sont s o u l i w  correspondent aux séries  rése entant une 

on de rn-   ou va nt c-ondre à une formvlatios. 
La différence de masse indiquée en italique correspond à celle de rSLPI-1 

ayant subi l'énucléation de Asp49. 
Mcal : masse moléculaire théorique calculée d'après la séquence du SLPI (49). 

Famille majeure : 

Famille mineure : 

MPI-1 

rSLPI-1 

Mcal 

54043 

54043 

SérieA 

(MA) 

53993 f 0,6 

5400,s f0,3 

MB-MA 

29.1 

28$ 

MA-&& 

- 5,O 

- 4,l  

Série C 

(MC) 

5455,3 f 12 

5457,7 i 1,3 

Série B 

(MB) 

5428,6 f0,7 

5429,O i 0,7 

MC-MB 

26.7 

28.7 



C. III. 2. Masses moléculaires de MPI-2 et rSLPI-2 

Le spectre de MPI-2 est composé de nombreux pics, ce qui montre 
que la fraction est hétérogène (Fig. 22). Toutefois, deux familles d'ions 
multichargés de 5 à 7 charges peuvent être individualisées. La première 
famille est mineure et est composée des séries A, B et C. La deuxième famille, 
majeure, est composée des séries D, D', E, F, G, H et 1. Dans cette dernière 
famille, nous avons pu former deux sous-familles en calculant les différences 
de masse entre les séries (Tableau XIV). 

Ainsi nous avons rassemblé les séries D, E et G, la Mr de D 
(6329,7 + 3,4) étant celle attendue, tandis que les séries E et G ont leur Mr 
augmentée de 29 et 32. Il faut noter que la série D dont la masse chimique est 
la plus proche (Mr = 6 329,7 f 3,4) de la masse théorique calculée pour MPI-2 
(Mr = 6 33 1,6) est anormalement retrouvée en très faible quantité. La seconde 
sous-famille est composée des séries D', F, H et 1. La série D' que l'on trouve 
en quantité importante, a une Mr augmentée de 13,7 par rapport à la série D. 
Cette série D' pourrait correspondre à la série B majeure visualisée dans le 
spectre de la protéine entière (Fig. 10, p. 63) qui a aussi une Mr augmentée de 
14. Cette modification pourrait être la conséquence de la présence d'une forme 
mono-méthylée de MPI, cette méthylation se trouvant au niveau du domaine 
C-terminal. Comme pour MPI-1, la même différence de masse de 28 est 
ensuite retrouvée entre chaque série (Tableau XIV). De même que dans le 
paragraphe précédent, nous pouvons attribuer ces différences de masse à des 
réactions de fomylation au cours du traitement par l'acide formique. 

Dans la famille mineure, la série A correspond à la Mr de la série D 
amputée de 297,3 unités pour MPI-2 et de 310,9 unités pour rSLPI-2 (Tableau 
XIV). Cette série correspond en fait à la coupure mineure entre les résidus 
Asp52-Thr53 qui diminue le peptide de départ de trois résidus : -Pro50-Va151- 
Asp52- (voir Fig. 16, p. 86). La Mr de ce tripeptide est en effet de 31 1,3. A 
partir de cette série A, nous retrouvons les mêmes augmentations de masse 
déjà décrites dans les paragaphes précédents qui sont de 31,2 pour la série B et 
de 27,2 pour la série C. 



W r e  22 ; Spectres de masse obtenus par ESMS de MPI-2 et 
rSLPI-2. Deux familles (A, B et C) et (D, D', E, F, G, H et 1) 
d'ions multichargés de 5 à 7 charges sont obtenues. La famille 
A, B, C correspond h la séquence mineure amputée des trois 
résidus Pro50-Va151 -Asp52 (voir Fig. 16, p. 86) tandis que 
l'autre famille correspond au domaine C-terminal dans son 
intégralité. 



TABLEAU XIV 

Résumé des résultats des mesures effectuées en ESMS sur MPI-2 et rSLPI-2 

Les différences de masses indiquées en gras correspondent à celles des peptides les plus 
proches de la masse théorique calculée d'après la séquence ; celles qui sont 
soulienées correspondent aux m o n  de masse Douvant 

à une formvlation. Les différences de masse en italique correspondent aux 
domaines C-tenninaux amputés des résidus Pro5o-ValS1 -hp52. 

Mcal : masse moléculaire théorique calculée d'après la séquence du SLPI (49). 

Famille majeure : 

- - l k  sous-famille 

sous-famille - 

Famille mineure : 

ME-MD 

29.4 

SérieE 

6359,l f 1,l 

6355,6 I 0,2 

MPI-2 

rSLPI-2 

MH-MF 

SérieG 

639 1 f 1,l 

Mcal 

633 1,6 

633 1,6 

SérieH 

6402,5 f 0,3 

MG-ME 

31.8 

MPI-2 

MPI-2 

SérieD 

6329,7 f 3,4 

6327,4 + 0,6 

SérieF 

6376,3 f 0,6 

Série C 

(MC) 

6090,8 f 3 

MB-MA 

31.2 

MD-Mc~ 

- 1,9 

- 4,2 

MF-MD' &ai 

633 1,6 

Mcal 

633 1,6 

MC-MB 

27.2 MPI-2 

rSLPI-2 

SérieA 

@hl 

6032,4 f 0,9 

6016,5 f 0,4 

Mcal 

633 1,6 

6331,6 

SérieD' 

6343,4 I 0,03 

Série1 

6430,3 I 2,O 

MD-MD 

13,7 

MI-MH 

27.8 

MA-MD 

- 297,3 

- 310,9 

Série B (Mg) 

6063,6 f 1,l 

60449 f 0,02 



Le spectre obtenu pour rSLPI-2 (Fig. 22) est moins hétérogène. 
Toutefois, nous retrouvons les deux familles qui sont présentes en quantité 
pratiquement égales. La famille majeure qui comprend les séries D et E, 
correspond dans le cas de la série D à la masse calculée d'après la séquence 
(Tableau XN).  La différence de masse de 4,2 imputée à la présence de ponts 
disulfure est de nouveau visuali&. La série E, quant à elle, doit correspondre 
au même peptide formylé puisque sa Mr est augmentée de 28. La série A est le 
peptide amputé du tripeptide Pros()-Val-Asps2 et la série B est le même 
peptide formylé. 

Les deux pics élués de la colonne de Cl8 (Fig. 18 D, p. 90) ont été 
étudiés en ESMS, le spectre présenté correspond au second pic. Le spectre 
obtenu en ESMS pour le premier pic élu6 en HPLC-Cl8 comprend les mêmes 
familles de masses, toutefois nous avons pu remarquer un enrichissement dans 
ce cas de la forme amputée du tripeptide Pro50-Va151-Asp52. Les profils 
HPLC sur la colonne de Cl8 peuvent donc être expliqués par l'étude de la 
masse de chaque sommet de pic de la manière suivante : le premier pic élué et 
donc le moins retenu sur la colonne correspond au domaine C-terminal amputé 
du tripeptide Pro-Val-Asp et le second pic est le domaine C-terminal dans son 
intégralité. 

L'étude comparative du MPI et de ses domaines avec le rSLPI montre 
qu'il existe dans la molécule naturelle une forme dont la masse est augmentée 
de 14 unités, cette augmentation étant localisée dans le domaine C-terminal. 

D. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES DOMAINES 

Cette étude préliminaire a eu pour but de repérer dans chacun des 
domaines la présence de site(s) actif(s) envers les sérine-protéases déjh étudiées 
dans le Chapitre III. Ce travail n'a été effectué que sur la trypsine bovine 
puisque l'intbrêt porte sur la détermination de la présence d'un site actif envers 
cet enzyme au niveau de la liaison Arg20-Tyr21 dans le domaine N-terminal. 
La solution d'enzyme utilisée et les conditions de dosage spectrophotométrique 
sont exactement les mêmes que précédemment (voir p. 80 et 81) afin de 
pouvoir comparer les résultats. 

Dans ce travail, nous nous sommes délibérément placés en excès molaire 
d'inhibiteur afin de comparer l'activité inhibitrice des domaines par rapport à 
celle de la molécule entière (11' = 1,2911, p. 82). 



En ce qui concerne les autres enzymes, nous reprenons les résultats 
obtenus sur les fractions éluées de la colonne C l8  analysées en plaque de 
microtitration pour la présence d'activité inhibitrice envers I'ELH et après 
électrophorèse à pH 4,3 pour la chymotrypsine bovine (Fig. 19, p. 91). 

D. 1. ETUDE DE L'ACTIVITE DE MPI-1 

Aucune activité inhibitrice de MPI-1 envers la trypsine bovine n'est 
présente dans le rapport MPI-lftrypsine de 1,7411, conditions dans lesquelles la 
trypsine est totalement inhibée par la molécule entière (voir ci-dessus). Ce 
résultat montre donc que le site actif anti-trypsique (49, 67) initialement 
supposé être en position Arg20-Tyr21 n'existe pas. Ce résultat remet en cause 
des études récentes dans lesquelles le domaine N-terminal obtenu par clonage 
montrait une faible activité envers la trypsine bovine (64, 65). 

De plus, les repérages d'activité inhibitrice envers 1'ELH et la 
chymotrypsine bovine ont été négatifs. Ce résultat est toutefois normal 
puisqu'il n'existe pas de site potentiel envers ces deux protéases dans le 
domaine N-terminal. 

D. II. ETUDE DE L'ACTIVITE DE MPI-2 

L'étude de l'inhibition de la trypsine montre que MPI-2 est nettement 
moins actif sur l'enzyme que le MPI entier. En effet, alors que nous nous 
sommes plaçés en excès molaire de MPI-2 (MPI-2ltrypsine = 1,38/1), nous 
n'avons observé qu'une diminution de 14% de l'activité enzymatique. Ce 
résultat préliminaire semble indiquer que le domaine C-terminal isolé a envers 
cette protéase un comportement différent de celui de la protéine native. De 
plus, le repérage de l'activité inhibitrice de MPI-2 envers 1'ELH et la 
chymotrypsine bovine confirme la présence de site(s) actif(s) envers ces trois 
protéases dans le domaine C-terminal. 

Nos résultats sont donc en accord avec les travaux effectués sur les 
domaines C-terminaux obtenus par le biais de la biologie moléculaire (64-66). 
Cela montre que le ou les site(s) actif(s) envers ces trois sérine-protéases sont 
bien situés dans le domaine C-terminal du MPI. 



CONCLUSIONS 

A. Les résultats de composition en acides aminés, de séquence peptidique 
et de spectrométrie de masse ESMS ont permis de montrer que : 

1. Le clivage du MPI par l'acide formique à 70% a résulté non 
seulement en la coupure de la liaison Asp49-Pro50 mais aussi en une 
coupure mineure de la liaison Asp52-Thr53. 

2. Des modifications chimiques de type formylation semblent 
avoir eu lieu sur les deux domaines isolés, ce qui expliquerait les formes ayant 
une Mr augmentée de 28 unités par rapport à la masse attendue. 

3. La série majeure augmentée de 14 unités retrouvée dans 
le spectre de MPI-2 pourrait expliquer la forme de MPI entier 
ayant la même augmentation de masse et qui n'a pas été trouvée 
dans le rSLPI. Ce pourrait être une forme méthylée du MPI. 

B. Les études d'activité inhibitrice des domaines isolés envers des protéases 
cibles montrent que : 

1. Le domaine N-terminal du MPI n'a aucune activité 
inhibitrice vis-à-vis des sérine-protéases testées : ELH, trypsine et 
chymotrypsine bovines. 

2. Le domaine C-terminal du MPI est inhibiteur : 
d'ELH, 
de trypsine, 
de chymotrypsine. 

Ce résultat montre que les sites actifs vis-à-vis de I'ELH, des enzymes de l 

type chymotrypsine (Cat G et chymotrypsine) et de trypsine sont situés sur le 
même domaine. Nos résultats sont donc en accord avec ceux obtenus par 

1 
1 

différents auteurs ayant travaillé A partir des deux domaines recombinants en 
ce qui concerne le domaine C-terminal(64-66). D'autre part, il semble que ce 
domaine C-terminal isolé soit moins actif sur la trypsine que le MPI entier. 

3. Les mêmes spécificités d'inhibition sont trouvées avec les domaines 
C-terminaux obtenus à partir du MPI et du rSLPI. 





Lorsque ce travail a débuté, des connaissances précises sur la 
structure et l'activité inhibitrice in vitro du MPI étaient déjà acquises. 
Cependant, son mode d'action au sein des sécrétions n'avait pas été envisagé. 
Notre but a donc été de contribuer à une meilleure connaissance de ce mode 
d'action in vivo. 

Dans le Chapitre 1, nous démontrons que le MPI ne se trouve pas à 
l'état libre dans la sécrétion bronchique. La preuve en a été fournie par 
l'utilisation de l'ii ltrafiltration après forte dilution du mucus par l'eau, de 
manière à faciliter la dispersion des mucines. En effet, dans ces conditions de 

lit6 de l'inhibiteu faible force ionique, la tota r   ré sent dans l'ex~ectoration est 
associée à la fraction contenant les mucines. Une autre protéine basique, le 
lysozyme, ayant le même comportement, celles-ci pourraient interagir avec les 
rnucines par l'intermédiaire de liaisons ioniques. Auparavant, certains auteurs 
avaient suggéré une possible association au sein des sécrétions bronchiques 
entre glycoprotéines et protéines basiques (153) dont seul le lysozyme avait pu 
être identifié (1 54). 

Ceci nous a amenée à envisager un procédé d'isolement dans des 
conditions de force ionique élevée. Dans ce but, l'ultracentrifu~ation en 
gradient de densite a été choisie. Nous avons effectivement bien séparé le MPI 
et le lysozyme des mucines. Toutefois, une quantité de MPI que nous n'avons 
pas pu estimer est restée associée aux rnucines puisqu'un deuxième cycle 
d'ultracentrifugation a abouti d'une part à l'obtention des rnucines pures dans 
la fraction de densité élevée, d'autre part, à l'isolement de MPI et de lysozyme 
dans la fraction de plus faible densité. Nous pouvons conclure que ce procédé 
semble convenir à la séparation de ces composés bien qu'il présente un 
inconvénient majeur : la longueur des différentes étapes préparatives pour le 
très faible rendement auquel on aboutit. Toutefois, dans cette étude, nous avons 
pu confirmer l'im~ortance d'une force ionique élevée Dour parvenir à 
dissocier le MPI et le lvsozyme des rnucines, 

Nous avons émis l'hypothèse que le MPI interagissait avec les 
mucines par des liaisons de tyge ionique entre les résidus basiques de 
l'inhibiteur et les résidus acides (acide sialiaue et sulfate) des chaînes 
glvcanniques des rnucines. 

Ces deux procédés n'étant pas utilisables à des fins préparatives 
satisfaisantes pour l'obtention de quantités substantielles de MPI, nous avons 



suivi un protocole rapide, récemment décrit dans la littérature (48), permettant 
l'obtention de MPI sous sa forme native, avec un bon rendement. 

Dans le Chapitre II, nous avons étudié l'interaction in vitro entre le 
MPI et les mucines en essayant de nous placer dans des conditions les plus 
proches possibles de la situation in vivo. Nous avons choisi l'approche par le 
dichroïsme circulaire qui permet de visualiser un changement de conformation 
après interaction entre deux composés. Nous avons montré que l'interaction, 
dans &pelle les m u s  de sulfate et d'acide sialigue so . . nt largement impliqués, 
modifie struc- secondaire du MPI. Cela nous a conduite à étudier l'effet 
de cette modification sur la capacité du MPI à inhiber l'ELH qui est capable de 
dégrader les rnucines. L'étude a montré que le MPI associé aux rnucines 
retarde et amoindrit l'action ~rotéolvtiaue de 1'ELH sur les mucines. Le MPI 
pourrait donc participer au maintien des propriétés rhéologiques du mucus qui 
dépend en partie de l'intégrité des rnucines. Ce résultat peut avoir une 
importance dans les pathologies où des modifications de la qualité et de la 
quantité des sécrétions bronchiques et spécialement des rnucines sont observées, 
par exemple, dans la mucoviscidose où le taux de sulfatation des rnucines est 
augmenté (155-157). D'autre part, le MPI étant l'inhibiteur majeur de I'ELH 
au niveau bronchique (103) et l'ELH étant capable d'induire une métaplasie des 
cellules sécrétrices de rnucines (126), ce résultat peut avoir une incidence en 
pathologie pulmonaire, notamment dans la bronchite chronique obstructive où 
l'on observe une hypersécrétion de mucus. 

Si l'on calcule, d'après les masses respectives des deux composés, les 
rapports molaires MPIImucines après interaction, nous pouvons estimer que 
140 molécules de MPI interaissent avec une seule molécule de mucine. Nous 
pouvons donc imaginer que, dans le mucus, le MPI sert de manteau protecteur 
aux mu ci ne^ ; le lysozyme (présent en quantité 10 fois plus importante que le 
MPI) pourrait montrer le même comportement. Les rnucines seraient alors 
entourées d'une gaine protectrice constituée par ces deux composés basiques 
présents dans la sécrétion bronchique et présentant chacun une fonction bien 
déterminée dans la défense de l'arbre respiratoire. Ils seraient donc en 
première position pour jouer leur rôle spécifique. 

Nous pouvons alors nous demander 3 quel niveau de la molécule de 
MPI se fait l'interaction avec les rnucines ? Il est connu que des séquences 
consensus riches en résidus d'acides aminés basiques telles que (-X-B-B-X-B- 
X) et (X-B-B-B-X-X-B-X) sont des sites de reconnaissance pour les 
glycosarninoglycannes (1 58). 



Le deuxième type de séquence existe effectivement dans le MPI : 

57 64 
-Thr Arg Arg Lys Pro Gly Lys Cys- 

dus se situant dans la zone charnière entre les deux domaines. Grâce 
aux groupements basiques qu'elle contient, cette séquence pourrait donc être 
un site d'interaction du MPI avec les groupements sulfate etlou sialylés des 
mucines. Dans le cas d'une hypersulfatation de celles-ci ou d'une 
hyperproduction, la fixation d'un plus grand nombre de molécules de MPI leur 
assurerait une plus grande protection contre l'action des protéases. 

Dans le Chapitre III, les études de titration du MPI avec différentes 
protéases, ELH, Cat G et trypsine bovine, nous ont permis de vérifier q u u  
&git effectivement selon une stoechiométrie VE  roche de 111. Ceci confirme 
les résultats déjà décrits dans la littérature (46, 57, 58) mais n'est pas en accord 
avec les résultats récents de Boudier et Bieth (147) quant à l'interaction avec 
les deux dernières protéases. 

Dans le Chapitre IV, l'utilisation de la spectrométrie de masse par 
électrospray a permis de mettre en évidence pour le MPI, à côté de l'espèce 
moléculaire majeure de masse identique à celle du rSLPI, deux espèces 
moléculaires correspondant à des masses augmentées respectivement de 14 et 
28 unités. 

Ces résultats nous ont incitée à rechercher dans la molécule 
l'existence de modifications structurales. L'étude de chacun des deux domaines 
isolés après clivage chimique spécifique a permis de montrer que : 

1. l'augmentation de masse de 14 unités est retrouvée dans le domaine 
C-terminal du MPI et pourrait correspondre à une forme méthylée. 

2. le domaine C-terminal est inhibiteur . d'ELH 
. de chymotrypsine bovine 
. de trypsine bovine 

3. le domaine N-terminal ne ~ossède Das de site inhibiteur en ~osition 
-4-Tydl - envers la tm sine bovine. 



Nos résultats sont donc en faveur de l'existence d' un seul domaine 
inhibiteur de ces sérine-nroteases sur 0 .  le MPL 

Dans la poursuite de ce travail nous envisageons les perspectives 

i suivantes : 

0 .  1. déterminer precisément la segUence des residus d'acides aminés du MPI 
l 

im~liaués dans l'interaction avec les m u c b .  Le domaine C-terminal que nous 
avons isolé et qui contient la séquence consensus de site de reconnaissance des 
protéoglycannes sera utilisé pour la recherche d'interactions avec les mucines. 
Ce travail pourra être effectué en parallèle avec le lysozyme bronchique. 

2. étudier l'influence de l'interaction du MPI avec les mucines sur les 
gronriétés rhéolo~iques du mucus. Deux constantes pourront être mesurées : 
élasticité et viscosité. Ensuite, le même travail pourra être effectué en présence 
d'élastase. Nous pourrons alors conclure sur les conséquences de ce mécanisme 
en physiopathologie pulmonaire. 

3. rechercher et confirmer l'existence de modifications post-traductionnelles 
(méthylation) et étudier leur impact sur l'activité et la fonction du MPI. 

4. rechercher le rôle du domaine N-terminal du MPI. Seul, il n'a aucune 
fonction d'inhibiteur envers les sérine-protéases testées. D'autre part, le 
domaine C-terminal isolé perd considérablement de son affinité pour la 
trypsine bovine. Bien que cette interaction n'ait pas d'intérêt physiologique, 
elle pourra servir de modèle d'étude, dans le but de montrer un effet du 
domaine N-terminal sur la conformation et l'activité de la molécule entière. 
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A. ELECTROPHORESES ANALYTIQUES 

Trois systèmes classiques d'électrophorèse en gel de polyacrylamide ont 
été utilis6s : 

* Mlectrophorèse, en p&sence de SDS, en gradient d'acrylamide de 10 B 
25% ou de 5 B 15% et en gel homogène B 15% d'acrylamide (SDS-PAGE). 

* Mlectrophorèse B pH 4,3, sans agent dénaturant, en gel homogène à 
12% d'acrylamide (gel acide). 

* l'isoélectrofocalisation en gradient de pH 4-11 à 2% en acrylamiae 
(IEF). 

Les électrophorèses, avec ou sans SDS, sont effectuées dans une plaque de 
gel de 1 mm d'épaisseur, en système vertical, avec un appareillage semblable à 
celui mis au point par Kerckaert (159). La taille des gels est de 10 x 15 cm. 

A. 1. E L E C T R O P H O R E S E  E N  G R A D I E N T  hi" 

D'ACRYLAMIDE OU EN CONCENTRATION ; 
HOMOGENE, EN PRESENCE DE SDS (SDS-PAGE) 

La technique utilisée est celle de Laemmli (160) légèrement modifiée. 

A. 1. 1. Solutions mères 

1A : tampon Tris-HCl3M pH 8,9, 
1B : tampon Tris-HCl 1M pH 6,8, 
2A : solution d'acrylarnide (BDH) B 48% et de 

N-N'-méthylène bisacrylamide (BDH) à 1,28%, 
3A : SDS (BDH) à 1096, 
4A : persulfate d'ammonium (Bio-Rad) à 10%. 



A. 1. 2. Composition des solutions pour les diffkrents 
syst&mes de gel 

so~utlons Gel de concentration 1 Gel de separation 
(% d'acrylarnide) 

5 5 15 10 25 

H20 (ml) 796 796 495 696 291 
Glycérol (ml) _ - - 1,s" - 1,s 
1A (ml) - 1,25 1,25 1,25 1,25 
1B (ml) 1,25 - - - - 
2A (ml) 1 1 3 2 5 
3A (ml) O, 1 O, 1 O, 1 O, 1 O, 1 
**TEMED (pl) 5 5 5 5 5 
4A (Pl) cn 50 50 50 50 

Le gradient est réalisé à l'aide d'un appareil à deux réservoirs : 7,s 
ml de la solution à 5 ou IO%, selon le gradient utilisé, sont placés dans le 
compartiment sans agitation et 7,s ml de la solution à 15 ou 25% sont placés 
dans le compartiment où s'effectue le mélange. 

*Dans le cas de la préparation d'un gel homogène à 15% en 
acrylamide, les quantités inscrites ci-dessus sont multipliées par deux, le 
glycérol étant remplacée par de l'eau. 

** TEMED : N-N-Nt-N'-t6trarnéthyléthylène-diamine (BDH) 

A. 1. 3. Tampon d'électrophorèse ii pH 8,s 

Tris-base (Merck) 25 mM : 4,s g 
Glycine (Merck) 192 rnM : 21,6 g 
SIN 0,1% : 1,s g 
Eau Millipore qsp 1500 ml 



A. 1. 4. Solutions potlr dilution des dehantillons 

Avec réducteur Sans reducteur 

Bleu de Bromophénol (mg) 
1B (ml) 
3A (ml) 

Glycérol (ml) 
Hz0 (ml) 

B-mercaptoéthanol (ml) 

Les dépôts sont effectués après avoir mélangé 1 volume d'échantillon 
étudier et 1 volume & "solution de dilution" et chauffé l'ensemble pendant 

3 min Zt 100°C. L'électrophorèse est effectuée sous un ampérage constant de 
35 mA jusqu'h ce que le bleu de Bromophénol ait atteint l'extrémité inférieu~ 
du gel, 

A. 1. 5. PhastSystem (Pharmacia) 

Par la suite, le laboratoire ayant acquis une unité d'électrophorèse 
PhastSystem, nous avons abandorné l'emploi des gels décrits précédemment. 
Les PhastGels utilisés sont soit en concentration homogène (20% high-density), 
soit en gradient d'acrylarnide (4-1596, 8-25%). 

Les PhastGels ont une dimension de 4,3 x 5,O cm, une épaisseur de 
0,45 mm et contie~ent du tampon Tris-acétate 0,112M leur conférant un pH 
de 6,8. Le tampon & migration est contenu dans les mèches d'agarose (2,8% 
appliquees aux extrémités du gel Zt l'aide d'un applicateur plastique. Elles s 
composées de Tris-base O,2M, de Tricine (Serva) 0,2M et de 0,55% de SDS, ce 
qui leur donne un pH de 8,l. Les 61ectrodes sont ensuite mises en contact avec 
les mhches. Le peigne est placé sur le porte-peigne et permet d'effectuer huit 
dépats de 1 pl. 

L'électrophorèse est ensuite mise en route et se déroule à 15°C. Les 
conditions de migration sont celles décrites dans les fiches techniques de 
Pharmacia no 11 1 pour les gels SDS homogènes, no 1 10 pour les gels SDS en 
gradient, no 130 pour les gels SDS 4-15% et no 112 pour les gels SDS high- 
density. Dans tous les cas, l'électrophorèse s'effectue sous ampérage constant 



de 10 mA. Le programme étant établi &finitivement pour chaque système de 
gel, une p d e  rep&ctibait4 est obtenue dans la migration des échantillons. 

Avant d'dtrc app1iqués automatiquement sur le gel, les échantillons 
sont prépads de la même mani& que pour les grands gels (voir 5 A. 1. 4.). 
4 pl de cette solution sont ensuite déposés sur un "porte-échantillon" puis 1 pl 
de ces mélanges est chargé pai capillarité dans les dents du peigne. 

A. II. ELECTROPHORESE A PH 4 9 3 9  SANS AGENT 
DENATURANT 

L'électrophorèse est effectuée en gel homoghe à 12% en acrylamide 
selon la méthode de Reisfeld et coll. (142) légèrement modifi6e. 

A. II. 1. Solutions meres 

* solution i, i . KOH 1M : 48 ml 
TEMED : 0,46 ml 
CH3COOH : 2,9 ml (pH 6,7) 
Eau Millipore qsp 100 ml 

* solution 1D : KOH 1M: 48ml 
TEMED : 4 ml 
CN3COOH : 16 ml (pH 4,3) 
Eau Miîlipoe qsp 100 ml 

A, II. 2. Composition des solutions: pour le gel 

Solutions Gel de concentration 1 Gel de séparation 
(% en acrylamide) 



A. II. 3. Tampon d'électrophorèse & pH 4,s 

$-alanine 0,35M (Merck) : 31,2 g 
CH3CûûH : 7 ml 
Eau Millipore qsp 1000 ml 

Le tampon est il diluer au l/lW juste avant emploi. 

A. II. 4. Solution- pour dilution des échantillons 

1D 2 ml 
glycérol 2 ml 
pyronine Y (1 mg/ml) 2 ml 

Les dép6ts sont effectués après avoir m6langé 1 volume d'échantillon 
à étudier à 1 volume de "solution de dilution". L'électrophodse est effectuée 
sous ampérage constant de 30 mA jusqu'à ce que la pyronine Y ait atteint 
l'extrémité inférieure du gel. 

A. II. 5. PhastSgstem 

A la suite de l'acquisition du PhastSystem, nous avons utilisé des gels 
homogènes 20% high-density qui ont permis l'obtention de résultats similaires 
à ceux obtenus avec les gels dits classiques. Les gels high-density ont la même 
réticulation que les PhastGels 20% homogènes mais contiennent en plus 30% 
d'éthylène glycol. Ce composant est destiné à augmenter la résolution pour les 
peptides de Mr < 10 000, permettant ainsi de séparer des peptides jusqu'à des 
Mr égales à 1 000. Les PhastGels sont identiques h ceux décrits précédemment 
(8 A. 1. 5.), seul le tampon contenu dans les mèches est différent ; il est 
constitué de $-alanine 0,5M, CH3COOH O,7M, pH 4,l. L'échantillon à étudier 
est préparé de la même manière que dans le Q A. II. 4.. 

Ce type d'électrophorèse ndcessite l'utilisation d'électrodes il polarid l 
inversée afm d'effectuer la migration de l'anode vers la cathode. La migration ~ 
s'effectue sous ampérage constant de 10 mA. Les conditions de migration ont 
été mises au point au laboratoire selon le programme suivmt : 



Application de i'échantillon (position basse) li 1.1 : 1 Vh 
Application de l'6chantillm (position haute) B 1.1 : 10 Vh 
Alarme de fin & migration 1.1 : 230 Vh 
Séparation des échantillons 1.1 : 400 V; 10 mA; 2,5W; 15°C; 300 Vh 

A. In.  I~~ELECTROFOCALISATION 

Les gradients de pH existant dans le commerce ne permettant pas une 
séparation correcte des protéines basiques, un syst&me d'isoélectrofocalisation 
pour protkines basiques a été mis au point dii de déterminer pr6cisément le 
point isoélectrique @Hi) de l'inhibiteur bronchique ainsi que d'autres protéines 
purifiées à partir du mucus telles le lysozyme et la lactotransferrine 
bronchiques. 

L'électrophorèse est effectuée dans une plaque de gel de 1 mm 
d'épaisseur, en système horizontal, avec l'appareil Multiphor II (LKB). La 
taille du gel est de 10 x 15 cm. 

A. III. 1. Composition du gel 

Hz0 : 
2A : 
glycérol : 
Ampholytes Y- 1 1 (Sema): 
Ampholytes 7-9 (Sema): 
Ampholytes 4-9 T (Sema): 
TEMED : 
4 A :  

A. III. 2. Tampons des mèches de migration 

Anode : solution à pH 7,O (Sema) 

Cathode : NaOH 0,l M, pH 12,3 



A. III. 3. Préparation du gel et préélectrophoriise 

Après démoulage, le gel est place sur le système de refroidissement 
du Multiphor II (mis en route 30 min avant les dépôts). Des mèches (Serva) 
sont découpées B la taiiie du gel et imbibées des solutions citéts dans A. III. 2. 
puis déposees délicatement aux exdmitCs du gel. Les électrodes sont posées 
sur les mèches et le système est mis sous tension. Les conditions de migration 
sont fixées B : 1600 V (valeur maximale), 20 mA et 4 W (valeur maximale). 
Une prémigration est ensuite effectuée pendant 30 min. 

A. III. 4. Dépôt des échantillons et électrophorèse 

L'applicateur en plastique (Serva) est déposé sur le gel au moihs h 2 
cm des mèches, en fonction du pHi des protéines étudiées. Les échantillons sont 
ensuite déposés et l'appareil est mis sous tension. L'électrophorèse est 
poursuivie jusqu'h ce que l'arnpérage devienne stable pendant au moins 5 min, 
preuve que les protéines sont focalisées. 

B. COLORATION DES PROTEINES 

B. 1. COLORATION AU BLEU DE COOMASSIE 

Après l'6lectrophorèse, les grands gels et les PhastGels sont colorés 
pendant deux heures dans une solution contenant 2,2 g de bleu de Coomassie 
R-250 (Serva) dissous dans un mélange MeOH/H2O/CH3COOH (20012Wl40, 
v/v/v). Le développement de la coloration des protéines est suivi en effectuant 
plusieurs bains dans le mélange MeOH/H2O/CH3COOH (200/225/25, vlvlv). 

B. II. COLORATION AU NITRATE D'ARGENT 

Après électrophorèse, les PhastGels SDS ou natifs sont transférés dans 
l'unité de coloration du PhastSystem et révélés selon les méthodes décrites dans 
la fiche technique no 210. 



B. III. COLORATION AU PAS DES CLYCOPROTEINES 

Après électrophorèse, les grands gels sont colods par le réactif de 
Schiff après oxydation periodique des fonctions alcool des sucres. La méthode 
utilisée est celle de Zacharius et COU (161). Cette méthode a été adaptée il la 
coloration des PhastGeIs ; le programme mis au point est decrit ci-dessous : 

No d'étape 

ATCA 20% 
Eau Millipore 

Acide periodique 0,7 % 
+ acide acétique 5% 

Eau Millipore 
Eau Millipore 

Réactif de Schiff 
Métabisulfite de 

potassium 5% + acide 
acétique 5% 

Méthanol 5% + acide 
acétique 7,5% 

Méthanol 5% + acide 
acétique 7,5% 

Méthanol 50% + acide 
acétique 30% 

Méthanol 50% + acide 
acétique 30% 

Méthanol 50% + acide 
acétique 30% 

Gly&rolS% + acide 
acétique 10% 

Solutions Temps (min) 

Cette méthode mise au point pour la premibre fois sur l'appareil 
PhastSystem a fait l'objet â'un article dans Electrophoresis intitulé : "A rapid 
periodic acid-Schiff staining procedure for the detection of glycoproteins using 
the F%astSystemn. 

Température (OC) 



C. REVELATION D'ACTIVITE INHIBITRICE SUR GEL 

La méthode utilisée est celle de Urie1 et Berges (162) que nous avons 
légèrement modifiée. 

C. 1. REVELATION DES GELS SDS 

Après l'électrophorèse, le SDS présent dans le gel est éliminé par deux 
bains de 30 min dans une solution de Triton X-100 B 2,5% (163). Le gel est 
rincé rapidement dans du tampon phosphate de sodium (Na2HP04/NaH2P04 
0,01M, pH 7,4) puis est mis en incubation pendant 1 h à 37OC dans 100 ml 
d'une solution d'enzyme (2,s mg) dans le même tampon. L'activité estérasique 
est ensuite révélée en plaçant le gel dans un mélange préparé 
extemporanément, constitué de 50 mg d'orthodianisidine tétraazotée (Sigma) 
dissoute dans 96 ml du tampon phosphaie et de 10 mg de substrat dissous dans 
4 ml de diiéthylsulfoxyde (Merck). La réaction est arrêtée en plaçant le gel 
dans une solution d'acide acétiqw à 10%. 

C. II. REVELATION DES GELS ACIDES 
/ 

Après électrophorèse sur gel. acide le même protocole est suivi, hormis 
la premitn étape d'élimination du SDS qui est remplacée par 15 min 
b'6quilibration du gel dans le tampon phosphate. 

Les bandes protéiques possédant une activité inhibitrice vis-à-vis des 
enzymes apparaissent sous la forme de taches incolores sur un fond coloré. 

Substrat d'EWI : Acétyl-alanine-a-naphtylester (Backm) qui donne 
une coloration noire. 

Substrat de chymotrypsine bovine : N-acétyl-DL-phényla1anine-B- 
<Fe G%/+j;ye%P J 

naphtylester (Sigma) qui donne une coloration rose. a;d&z@.tt@$ -. # 



D.  TRANSFERT ELECTRIQUE DE PROTEINES SUR 
NITROCELLULOSE A PARTIR DE GELS SDS OU DE 
GELS ACIDES 

L'appareillage utilisé est runité de transxen Nova Blot Multiphor II 
(LKB). Les protéines sont transferées sur des feuilles de nitrocellulose de 
porosité 0,2 pn (Schleicher et Schuell). Le transfert est semi-sec et s'effectue 
avec un systeme de tampons discontinu selon la methode de Kyhse-Andersen 
(164). 

Nous avons effectué des révélations : 
* imrnunochimiques (gel SDS et gel acide) 
* d'activité enzymatique (gel acide) 
* d'activité inhibitrice (gel acide) 

D. 1. REVELATION APRES TRANSFERT DE GELS SDS 

D. 1. 1. Révélation immunochimique 

La technique utilisde est celle de Towbin et coll. (165) lbg&rement 
modifiée : la saturation de la nitrocellulose est effectuée par un bain de deux 
heures dans une solution de lait écrémé à 4% (au lieu de sérumalbumine 
bovine) dans du tampon Tris-HCl 10 mM, NaCl 0,9%, pH 7,4 (TBS). Après 
reaction avec l'immuns6rum spécifique, on ajoute un deuxieme immunsérum 
marque B la peroxydase dont l'activité est révélée par le chloro-4-naphtol-1 
(Sigma) en présence de Hz02 selon la méthode de Hawkes et coll. (166). Le 
protocole de rév6lation est dCcrit ci-apr2s : 



Etape I 

Saturation 
Rinçage 

ler immunsérum 

Rinçage 
2e immunsénim 

Rinçage 
Révélation 

Arrêt 1 

Milieux d'bcubatioh 

TBS-lait h 4% 
TBS-Tween 20 h 0,2% (TBS-'IW) 
TBS-TW-lait 1% 
+ ler immunsérum spécifipue 
TBS-TW 
TBS-TW-lait à 1% 
+ 2e immunsérum marqué à 1 
peroxydase 
TBS 
chloro-4-naphtol-1 : 50 mg dans 
Méthanol : 17 ml 
TBS : 83 ml 
Hz02 : 2 ml 
eau désionisée 

Temps 

2 h 
2 x 15 min 
1 h 

2 x  15 min 
10-20 min 

30 min 

D. II. REVELATIONS APRES TRANSFERT DE GELS 
ACIDES 

Dans le but de rendre la technique plus sensible et de permettre des 
révdilations d'activités enzymatique ou inhibitrice et des imrnunoempreintes sur 
nitrocellulose, un système de transfert h partir de gel acide a ét6 mis au point ; 
il a fait l'objet d'une publication intitulée : "Electrotransfer of basic proteins 
from nondenatu~g polyacrylarnide acid gels to nitrocellulose : detection of 
enzymatic and inhibitory activities and retention of protein antigenicity". 

Iï y est décrit : 

1. la mise en évidence d'activitks enzymatiques avec des 
s u b s ~ t s  synMtiques. 

2. les révblations d'activité inhibitrice 
3. les révélations immunochimiques du MPI et du 

lysozyme bronchique. 



Cette technique de transfert suivie de différentes r6v6lations a ensuite 
6t6 appliqube aux PhastGels 20% high-density pour l'étude des domaines. 
AprZs l'électrophorèse effectuk comme d6crit dans le $ A. II. 4., les protéines 
sont tramf6rées sur nitrocellulose dans le système de tampons discontinu décrit 
dans l'article suivant. Le transfert Clectrique est effectue dans l'unit6 de 
separation du PhastSystem h l'aide du kit de transfert (Phannacia). Les 
conditions de transfert 6lectrique sont celles dhcrites dans la fiche technique 
no 221. La composition des tampons de transfert et les protocoles de 
dvblations (activité inhibitrice, immunoempreinte) sont identiques à ceux 
décrits dans l'article suivant : 

"Electrotransfer of basic proteins from nondenaturing polyacrylamide 
acid gels to nitrocellulose : detection of enzymatic and inhibitory activities and 
retention of protein antigenicity" 

P r i n c b  : les protéines 6tant chargées positivement dans le gel acide, 
nous avons ajout6 du SDS dans le tampon de transfert du côté cathode afii de 
charger les protéines nbgativement et de faciliter ainsi le transfert sur la feuille 
de nitrocellulose placée du c6t6 anodique. Ensuite, les conditions de transfert 
sont les mêmes que pour un gel SDS. 
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We have developed a method for electrotransfer of 
strongly basic proteins (lysozyme, p I  11; mucus pro- 
teinase inhibitor, p l  > 10; bovine pancreas trypsin in- 
hibitor, p l  10.5; human leukocyte elastase, p l >  9) from 
nondenaturing acid gels (pH 4.6) to nitrocellulose 
sheets. Buffers were those used in a discontinuous svs- 
tem for transfer from sodium dodecyl sulfate (SDS)- 
containing polyacrylamide gels with one modification 
in the cathode buffer which contained 0.1% SDS. This 
method was compared to electrotransfer performed in 
0.7% acetic acid. The basic proteins studied, which 
were positively charged in the gel, formed with SDS 
negative complexes which migrated toward the anode 
and were emciently transferred to the nitrocellulose. 
Moreover, their biological properties were preserved: 
inhibitory activity, enzyme activity, and antigenicity. 
This method is advantageous because it is simple, is sen- 
sitive, and can be applied to various biological fluide to 
detect inhibitors, enzymes, and other proteins which 
have a basic character, after electrophoretic separation 
under their native forma. s ieeo Acmàemic W. tnc. 

Since the initial description of electrophoretic trans- 
fer (electroblotting) of proteins from polyacrylamide 
gels to nitrocellulose sheets by Towbin et al. (l),  this 
method has been widely developed and many applica- 
tions have been proposed (see the extensive reviews by 
Gershoni and Palade (2) and Beisiegel (3)). Although 
electroblotting of proteins from SDS1-containing gels 

' Abbreviations used: PBS, phosphate-buffered saline; TBS, Tris- 
buffered saline; SDS, sodium dodecyl sulfate; PAGE. polyacrylamide 
gel electrophoresia; NC, nitrocellulo&?; BPTI, bovine panAras trypsin 
inhibitor; MPI, mucus proteinase inhibitor; HLE, human leukocyte 
elastase; IgG, immunoglobulin G; Ac-Ala-ONaph, N-acetyl-L-ala- 

has been the most currently used, transfer of basic pro- 
teins from nondenaturing polyacrylamide systems has 
received only limited interest. In this field, efficient 
transfer of ribosomal(1) and polyoma viral (4) proteins 
from acetic acid-urea gels was described. However, elec- 
troblotting from acid gels without urea such as the gel 
system described by Reisfeld et al. (5) for basic proteins 
has not been performed. 

As we were interested in the localization of native pro- 
teinase inhibitors which were basic in charge, the latter 
gel system was chosen for this purpose; unfortunately, 
large amounts were needed for the inhibitors to be visu- 
alized on the gel itself, using the method of Urie1 and 
Berges (6). 

Mucus proteinase inhibitor (named MPI, as recom- 
mended by Fritz (7)) is a strongly basic protein (pl  > 10, 
persona1 results) which is present in low amounts in spu- 
tum. Until now, its visualization has been carried out 
by immunostaining after SDS-PAGE (8) and by protein 
staining with Coomassie blue in neutral (9,lO) or acid 
(11) polyacrylamide gels. In al1 cases, it was necessary to 
load on the gel at least 5 pg or more MPI. Human leuko- 
cyte elastase (HLE) and cathepsin G which also are ba- 
sic proteins are the target enzymes of this inhibitor in 
sputum where lysozyme is also found. 

We therefore attempted to set up an  efficient elec- 
troblotting procedure for basic proteins which would al- 
low the visualization of enzyme and inhibitor activities 
in sputum cmde extracts and in pure protein prepara- 
tions. The method described in this paper also allows 
immunological detection on the nitrocellulose. More- 
over, this procedure has the advantage of avoiding 

nine-a-naphthyl ester; Ac-Phe-ONaph. N-acetyl-DL-phenylalanine- 
8-naphthyl ester; CBZ-Ala-ONaph, N-benzyloxycarbonyl-L-alanine- 
8-naphthyl ester, DMF, dimethylformamide. 
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diffusion of the protein bands in the acid gels during 
staining, thus leading to improved resolution and sensi- 
tivity. 

MATERIALS AND METHODS 

Materiais 

Human MPI and lysozyme were isolated in the labora- 
tory from nonpurulent sputum as previously described 
(12). HLE and cathepsin G were prepared from purulent 
sputum (13). Bovine pancreas trypsin inhibitor (BPTI) 
was obtained from Choay (France). Egg-white lysozyme, 
bovine albumin, bovine pancreas chymotrypsin (type 
VII), Ac-Phe-ONaph, and O-dianisidine tetrazotized 
(Fast Blue B salt) were purchased from Sigma. Ac-Ala- 
ONaph and CBZ-Ala-ONaph were purchased from 
Bachem. The following reagents were provided: rabbit 
IgG against MPI, a gift from Dr. J. M. Tournier (Unité 
14 INSERM, Nancy, France); IgG against human lyso- 
zyme from Dakopatts; peroxidase-labeled goat anti-rab- 
bit IgG from Nordic. Al1 other chemicals were of analyti- 
cal grade. 

Electrophoresis and Transfer 

PAGE was performed in the buffer solutions de- 
scribed by Reisfeld et al. (5), using a 12% polyacryl- 
amide slab gel. 

Electric transfer on nitrocellulose (NC) sheet (0.2 p m  
porosity, Schleicher & Schuell) was carried out with a 
Multiphor II Nova Blot unit (LKB), using different elec- 
trode buffers. First, the method described by Towbin et 
al. (1) for acid-urea gels, i.e., transfer with 0.7% (v/v) 
acetic acid, was assayed; in this procedure, transfer was 
performed from the anode to the cathode. In a second 
set of experiments, the discontinuous buffer system pro- 
posed in the LKB laboratory manual for the transfer of 
proteins from SDS-containing gels was modified as fol- 
lows: the cathode buffer contained 40 mM 6-amino-n- 
hexanoic acid and 20% (v/v) methanol in deionized wa- 
ter, pH 7.6, without SDS added and with 0.1 and 0.5% 
SDS, respectively; the anode buffer composed of 0.3 M 
Tris, 20% (v/v) methanol in water, pH 10.4, was un- 
changed. Following electrophoresis, the gel and the NC 
sheet were briefly immersed into the anode buffer and 
transfer was performed toward the anode. The running 
conditions were as indicated by the manufacturer (0.8 
mA/cm2 NC for 80 min). 

Visualization Procedures 

Visualization of proteins remaining on the gel after 
electroblotting was performed with Coomassie blue R- 
250; the bands on the blot were stained with amido black. 
Before al1 detections of activity, the blots were washed 
with 0.1 M PBS, pH 7.4, for 10 min. 

a. Inhibitory Activity Viswrlkations 
l 

Incubations with enzymes were carried out a t  37'C for 
30 min. Background stainings were further developed at 
room temperature. 

i. Bovine pancreas trypsin inhibitor. Incubation was 
performed in a solution containing 2.5 mg bovine chy- 
motrypsin in 100 ml PBS, pH 7.4. The background 
staining was developed, according to  the method of Urie1 
and Berges (6), by the addition of a mixture composed 
of 10 mg Ac-Phe-ONaph dissolved in 4 ml DMF and of 
50 mg O-dianisidine tetrazotized in 96 ml PBS, pH 7.4. 

ii. Mucus proteinase inhibitor. A solution contain- 
ing 1 mg HLE or cathepsin G in 49 ml PBS, pH 7.4, and 
1 ml 2.5% (v/v) Triton X-100 was used for incubation. 
The background stainings were developed as above, us- 
ing the following substrates: Ac-Ala-ONaph (14) or 
CBZ-Ala-ONaph (15) and Ac-Phe-ONaph for visualiza- 
tion of inhibitory activity against HLE and cathepsin G, 
respectively. 

b. Human Leukocyte Elastase Activity Detection 

Visualization of the enzyme bands was performed at 
room temperature by soaking the blot in a mixture con- 
taining 5 mg of substrate dissolved in 2 ml DMF and 25 
mg O-dianisidine tetrazotized in 48 ml PBS, pH 7.4. Two 
substrates were used: Ac-Ala-ONaph and CBZ-Ala- 
ONaph. 

Al1 staining procedures were stopped with 5% (v/v) 
acetic acid. 

c. Immunochernical Detection I 

Immunostaining was carried out first according to 
Towbin et al. (1) and second according to Perini et al. 
(16) with saturation of the NC sheet as previously de- 
scribed (12). Dilutions of specific Ig were 1:1000 for anti- 
MPI and 1:500 for anti-lysozyme. Peroxidase-labeled 
goat anti-rabbit IgG (diluted 1:1000) was revealed with 
4-chloro-1-naphthol according to Hawkes et al. (17). 

RESULTS AND DISCUSSION 1 
Cornparison of the Two Electrotransfer Procedures 1 

First, we performed electrotransfer in 0.7% acetic acid 
according to the procedure described by Towbin et al. 
(1). Staining of the gel with Coomassie blue following 
transfer showed that major amounts of the proteins ap- 
plied remained on the gel (Fig. lA, slots 1-4); only BPTI 
which was in a large amount on the gel (10 pg) was partly 
transferred to the NC sheet and could be detected with 
amido black as a small band (slot 8). Visualization of 
the BPTI activity against bovine chymotrypsin was not 
conclusive (slots 9-12): a positive reaction should have 
given white bands on a pink background. Immunoblot- 
ting was assayed after applying a low amount (1 pg) of 
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FIG. 1. Comparison of gels and NC sheets stained after two differ- 
ent electroblotting procedures. The basic proteins under study were 
separated on nondenaturing polyacrylamide acid gels (5). Electro- 
transfer in 0.7% (v/v) acetic acid, pH 2.8 (A), and electrotransfer with 
0.1% (w/v) SDS, 40 mM 6-amino-n-hexanoic acid, 20% (v/v) metha- 
nol, pH 7.6, in the cathode buffer and 0.3 M Tris, 20% (v/v) methanol, 
pH 10.4, in the anode bufier (B). Slots 1-4, gel stained with Coomassie 
blue after transfer; 5-8, NC sheet stained with amido black; 9-12, in- 
hibitory activity of BPTI against bovine chymotrypsin on the NC 
sheet; 13, immunostaining with anti-human MPI IgG. Slots 1 and 5, 
bronchial lysozyme (3 pg); 2 and 6, egg-white lysozyme (3 pg); 3 and 7, 
MPI (3 pg); 4 and 8, BPTI (10 pg); 9-12, BPTI (5,4,2, and 1 pg); 13, 
MPI (1 pg in A and 0.1 pg in B). 

MPI on the gel (slot 13): only a faint positive reaction 
could be detected (indicated by an arrow). 

Second, we attempted to increase the efficiency of the 
transfer method. We chose a discontinuous buffer sys- 
tem, recommended for electrotransfer of proteins from 
SDS-containing polyacrylamide gels (see Materials and 
Methods). A control experiment was done without SDS 
in the cathode buffer; then, the effect of SDS on the 
transfer efficiency was studied a t  two concentrations 
(0.5 and 0.1%, respectively) in the above buffer. The con- 
trol experiment showed that, in the absence of SDS, 
most of the protein samples remained on the gel after 
transfer (Fig. 2A, slots 1-3). When the same amounts 
were transferred in the presence of 0.5% SDS (Fig. 2A, 
slots 4-6), only traces remained on the gel. Thus, the 
addition of SDS improved the electrotransfer efficiency. 

In Fig. 2B, a lower SDS concentration (0.1%) was as- 
sayed; the Coomassie blue-stained pattern of the part of 
the gel not subjected to  transfer is shown for comparison 
(slots 1-3). The same applied amounts of proteins as in 
Fig. 2A were completely transferred under these condi- 
tions (slots 7-9), as no lysozyme (slots 4 and 5) and no 
BPTI (slot 6) remained on the gel. This result compares 
well with that obtained in Fig. 2A (slots 4-6) with a 
higher SDS concentration. Therefore, we chose to work 
with 0.1% SDS for the further experiments. 

This transfer method waa then compared with the 
procedure of Towbin et al. (1) (Fig. 1). As shown in Fig. 
lB, al1 the proteins were transferred to the NC sheet 
(slots 5-8). The contrary was observed for the same sam- 
ples when transferred in 0.7% acetic acid (Fig. 1A). 
Efficiency of the method is satisfactory: 3 pg each of the 
proteins and probably less are sufficient for their-detec- 
tion with amido black (slots 5-8). Almost al1 of the lyso- 
zyme amounts (slots 1 and 2) were transferred while 
parts of MPI (slot 3) and BPTI (slot 4) remained on the 
gel stained with Coomassie blue. When visualization of 
inhibitory activity against bovine chymotrypsin was 
performed, decreasing intensities of the bands were ob- 
served according to the amounts of BPTI applied (5, 4, 
2, and 1 pg in slots 9-12). Thus, this method is sensitive 
as one can easily detect 1 pg of active inhibitor. Immuno- 
staining with anti-human MPI IgG showed a strong re- 
activity (Fig. 1B) for an amount of MPI (0.1 pg, slot 13) 
much lower than that in the first procedure (1 pg, Fig. 
1A). The intense reaction obtained with only 0.1 pg of 
MPI can be explained by the very high sensitivity of the 
method. 

FIG. 2. Influence of SDS on the electrotransfer efnciency. Gels were 
stained with Coomaasie blue. (A) Gel after transfer without SDS (left) 
and with 0.5% SDS (right) in the cathode buffer. Slotr 1 and 6, bron- 
chial lysozyme (5 pg); 2 and 5, bronchial lysozyme (10 pg); 3 and 4, 
egg-white lysozyme (5 pg). (B) Transfer in the presence of 0.1% SDS. 
Slots 1-3, control gel not transferred, 4-6, gel after transfer; 7-9, corre- 
sponding NC sheet stained with amido black. Slots 1.4, and 7, bron- 
chia1 lysozyme; 2,5, and 8, egg-white lysozyme; 3,6, and 9, BPTI (5 r g  
each). 
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FIC. 3. Control experiments for inhibitory activity detection. (A) 
Slots 1 and 2, gel after transfer, stained as above; 3 and 4, NC stained 
with amido black; 5 and 6, inhibitory activity against bovine chymo- 
trypsin on the NC; 1.3, and 5, bovine albumin (5 ~ g ) ;  2,4, and6, bovine 
albumin (10 pg). (B) Slots 1-3. gel not transferred, 4-6. inhibitory ac- 
tivity against bovine chymotrypsin on the NC; 1 and 4, bronchial lyso- 
zyme ( 10 pg); 2 and 5, BPTI (5 pg); 3 and 6, BPTI (4 pg). 

Our results show that, when applying the transfer 
conditions recommended by Towbin et al. ( l) ,  i.e., in a 
strongly acidic solution (pH 2.8), the proteins of interest 
were not efficiently transferred. Under the conditions 
described in this paper, al1 these basic proteins were 
transferred in the presence of 0.1% SDS, although some 
of them not completely. By adding SDS which is an an- 
ionic detergent, proteins which were positively charged 
in the gel at pH 4.5 acquired net negative charges when 
complexed with SDS and migrated toward the anode. 
Thus, the complexes formed could bind to the NC sheet; 
moreover, their binding was likely to be increased by the 
presence of 20% methanol in the buffers (2). Addition of 
a low SDS concentration to the transfer cathode buffer 
did not affect the biological properties of the proteins 
studied in this paper. 

inhibitory Activity Visualization 

We first checked the absence of artifacts in the inhibi- 
tory activity detection method with two inert proteins, 
i.e., bovine albumin and bronchial lysozyme. In Fig. 3A, 
bovine albumin totally transferred to NC is intensively 
stained with amido black (slots 3 and 4) and does not 
show any reaction when tested for inhibitory activity 
against bovine chymotrypsin (slots 5 and 6). In another 
control (Fig. 3B), bronchial lysozyme (slots 1 and 4) was 
loaded next to BPTI (slots 2,3,5, and 6); the lysozyme 
band seen by protein staining (slot 1) does not give rise 
to any artifact in the inhibitory activity visualization 
(slot 4) when compared to the white bands observed for 
BPTI (slots 5 and 6). These results clearly bring evi- 
dence that the white bands obtained over a pink back- 
ground really correspond to an inhibitory activity and 
not to a saturation of the binding sites of the NC by the 
proteins analyzed, since the enzyme added for the reve- 

lation step is able to bind onto unoccupied sites of the 
membrane. We also checked that no pink or black back- 
ground color (according to the substrate used) was ob- 
tained when the substrate mixture was added to the NC 
without previous enzyme overlay (data not shown). 

Our aim was to visualize the activity of MPI against 
its target enzymes in sputum (HLE and cathepsin G). 
As shown in Fig. 4, slot 1, the MPI activity toward HLE 
was clearly visualized on the NC as a white area over a 
black background when the substrate Ac-Ala-ONaph 
was used; with the substrate CBZ-Ala-ONaph (slot 2), 
the same white area was seen over a pink background. 
The same amount of MPI (2 pg) was loaded for the de- 
tection of inhibitory activity against cathepsin G (slot 
3): a narrower white zone was obtained on a violet-col- 
ored background. 

A crude preparation containing the basic proteins 
bronchial lysozyme and MPI with other sputum compo- 
nents, i.e., albumin and mucins (the latter do not mi- 
grate in this gel system), was analyzed for inhibitory ac- 
tivity against HLE. As shown in Fig. 4B, MPI activity 
was well characterized as a narrow white band (slot 5) 
corresponding to the protein band colored with amido 
black, even in the presence of a large amount of lysozyme 
which has a more cathodic behavior (slot 4). 

Until now, inhibitory activity visualization by the 
method of Urie1 and Berges (6) was currently performed 
on the gel itself, the pH of which was 8.2. Dealing with 
acid gels (pH 4.5) needed a long time of equilibration 
with PBS, pH 7.4 (2X 30 min), before incubating the gel 
with the enzyme, so that inhibitory bands tended to 
diffuse largely. A second drawback was the amount of 
inhibitor necessary to be detected on the gel (>15 pg). 

1 2 3  4 5  
FIG. 4. Detection of inhibitory activity of MPI on NC sheet by 
different procedurea. (A) Pure MPI (2 &g) against HLE with the sub- 
strate Ac-Ale-ONaph (slot 1) and with CBZ-Ala-ONaph (slot 2); 
against cathepsin G with Ac-Phe-ONaph (slot 3). (B) Crude prepara- 
tion (sputum homogenate diluted 1:3 in water) stained with amido 
black (slot 4) and assayed for inhibition of HLE with AC-Ala-ONaph 
(slot 5) .  
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'P- 

O i J 

1 2 
FIC. 5. 1.ocalization on NC of the activity of HLE (10 hg) with Ac- 
Ala-ONaph (slot 1) and CBZ-Ala-ONaph (slot 2). 

Moreover, the background was faintly colored (data not 
shown). 

Under the transfer conditions described above, MPI 
was shown to retain its activity against HLE and cathep- 
sin G. This method has several advantages: (i) detection 
of smaller amounts of active MPI; (ii) no pH equilibra- 
tion step and consequently no band diffusion; (iii) better 
contrast obtained, due to an intense staining of the NC 
background. 

Enzyme Activity Visualization 

After the inhibitory activity was visualized, it was in- 
teresting for us to be able to detect HLE activity which 
may be present in a punilent sputum. Two synthetic 
substrates were used to detect HLE after transfer (Fig. 
5). Results showed the same pattern with both sub- 
strates when 10 pg HLE were applied on the gel. The five 
isoenzymes, which appear as well-defined bands on the 
NC sheet, are more intensively stained with Ac-Ala- 
ONaph (slot 1): this is explained by the dark color of the 
bands, which increases the contrast when compared to 
the pink color obtained with CBZ-Ala-ONaph (slot 2) on 
a white background. 

The activity detection on the NC sheet shows that the 
immobilized HLE keepa its ability to hydrolyze syn- 
thetic substrates. The colored bands do not fade with 
time, which allows easy storage of the transferred pat- 
tern in the dark. 

Enzymoblotting on NC has previously been success- 
fully used. Localization of proteinases was performed us- 
ing para-nitroanilide substrates after capillary diffusion 
from alkaline agarose gels (18). Recently, visualization 
of acid phosphatase activity was carried out following 

electroblotting in a Tris-glycine buffer system from acid 
polyacrylamide gels (19). The procedure described in 
this paper, which is simple and rapid, is a new approach 
for localization of basic enzymes. 

Immunological Detection 

Bronchial lysozyme transferred to NC was assayed for 
antigenicity by performing immunostaining. In Fig. 6, 
the most cathodic band is the lysozyme monorner and 
the other cathodic one is thought to be a lysozyme dimer: 
its slower migration can be explained by a sieving effect 
during electrophoresis in the 12% acrylamide gel. When 
the method described by Towbin et al. (1) was used (Fig. 
6a), artifacts were seen as smears. This drawback was 
avoided by treatment of the NC sheet with a solution 
containing 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoethanol 
in 20 ml TBS, pH 7.4, for 16 h before performing the 
different immunostaining steps, according to Perini et 
al. (16); using this procedure, best defined dark bands of 
lysozyme were obtained on a white background (Fig. 6b) 
with, however, a decrease in bands' intensity. Thus, 
bronchial lysozyme retained its ability to bind antibod- 
ies directed against the native protein when assayed by 
the immunoblotting technique. These results also show 
that transfer in the presence of 0.1% SDS did not affect 
the antigenicity of the protein studied. 

In conclusion, the electroblotting method and the vi- 
sualization procedures described in this paper for basic 
proteins can be used to detect, in sputum or other biolog- 

FIC. 6. Immunosteining of bronchial lysozyme on NC by two 
different procedures with anti-human lysozyme I F .  (a) Without and 
(b) with SDS plus 8-mercaptoethanol treatment. Slots 1 and 3, 7 ~ g ;  
slots 2 and 4.4 pg. Lysozyme monomer is indicated by an arrow. 
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1 
ical fluids, inhibitory activity toward en- 5. Reisfeld. R. A.. Lewis. U. J.. and Williams, D. E. (1962) Nature 

) zymes and enzyme activity on chromogenic substrates; (landon) 19'* 281-m. 

antigeniCity cari also be characterized with specific anti- 6- Urie1, J.' and Berl[e~. J. (1986) Nature Ohndonj 219.576580. 
7. Fritz, H. (1988) BioL Chem Hoppe-Seyler 369(Suppl.). 79-82. 

bodies' MoreOver' this and efficient tZansfer 
8. Kramps, J. A., Van Twisk, C., Klasen. E. C., and Dijkman. J. H. method may be applied to the study of other proteins (1988) Clin. Sei. 78, 53-62. 

provided that these proteins separated under theh na- 9. Boudier, C.. Carvallo, D.. Roitach, C.. Bieth, J. C., and Cwrtney, 
tive form in nondenaturing electrophoresis conditions M. (1987) Arch. Biochem. Biophys. 253,439-445. 
maintain their biological activity when transferred in 
the presence of 0.1% SDS. 
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E . DOSAGE DES DIFFERENTES ACTIVITES ENZYMATIQUES 
PAR SPECTROPHOTOMETRIE 

Le principe du dosage est la libération au cours du temps (2 min) de la 
paranitroaniline (coloration jaune) à partir d'un substrat chromogénique 
synthétique hydrolysb par l'enzyme. Le dosage est effectué à l'aide d'un 
spectrophotom~tre Uvikon (Kontron) dont le compartiment est thermostat6 à 

E. 1. ELASTASE GRANULOCYTAIRE 

E. 1. 1. Solution d'ELH utilisée pour les titrations 

L'enzyme est dissous dans un tampon acétate de sodium 0,05M, NaCl 
0,1M, pH 5,5, puis la solution est filtrée (0,2 pn Millipore). Sa concentration 
en protéine est déterminée d'après une valeur d'absorption à 280 nm égale à 
0,985 pour une solution à 1 mg/ml(167) et une Mr de 29 000. 

E. 1, 2. Dosage d'activité d'ELH 

980 pl de tampon Tris-HCl0,05M, NaCl 0,5M, pH 8,O contenant 
0,02% d'azide de sodium et 10 pl de solution d'élastase (2,464 x 10-SM) sont 
mis à incuber pendant 10 min à 25°C puis 10 pl d'une solution du substrat Suc- 
(Ala)3-pNA (Sigma) 100 mM sont ajoutés et la lecture de l'activité est lue à 
4 10 nm pendant 2 min. 

E. II. CATHEPSINE G GRANULOCYTAIRE 

E. II, 1. Solution de Cat G utilisée pour les titrations 

L'enzyme est dissous comme précédemment. Sa concentration est 
aetednée d'après une valeur d'absorption ii 280 nm égale ii 0,84 pour une 
solution à 1 mglm1 et une Mr de 28 500 (167). 



E. II. 2. Dosage d'activitd de Cat C 

Les conditions de dosages sont les m b e s  que précédemment, le 
substrat utilisé étant Suc-(Ala)2-Pro-Phe-pNA (Bachem) 100 mM. 

E. III. 1. Solution de trypsine 

La trypsine a 6té titrée par la méthode de Chase et Shaw (149) avec 
le p-nitrophényl-pt -guanidinobenzoate (Sigma). Le résultat de la titration a 
montré que l'enzyme était actif à 64,796. 

E. III. 2. Dosage d'activité de trypsine 

980 pl de tampon Tris-HC10,05M, CaCl2 0,02M, pH 8,O contenant 
1 0,0296 d'azide de sodium et 10 pl de trypsine (5,72 x 10-SM) sont mis il 

incuber pendant 10 min à 2S°C puis 10 ~JJ de solution de *L-BAPNA (Merck) 
50 rnM sont ajoutés et l'activité enzymatique est lue à 410 nrn pendant 2 min. 

*L-BAPNA : N-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide 

F. REPERAGE D'ACTIVITE INHIBITRICE EN PLAQUES DE 
MICROTITRATION 

2 0  pl de tampon Tris-HCl O,OSM, pH 8,0, sont déposés dans chaque puits 
avant 5 pl & solution & l'échantillon il étudier. Une solution stock de trypsi~ 
bovine il 6 mghnl dans HCl 1 mM est diluée au 1/400e juste avant l'emploi 
dans du tarnpon Tris-HCl O,SM, pH 7,8, contenant CaC12 0,02M et 0,1% de 
gélatine selon (73) ; 20 pl sont ensuite ajoutts dans chaque puits. L'ensemble 
est incubC pendant 15 min à température ambiante, puis 20 pl d'une solution de 
substrat L-BAPNA 10 mM sont additionnés. Le développement de la 
coloration est suivi en lisant la densité optique à 4M nm sur un lecteur Uniskan 
II (Titertek). Les valeurs sont comparées à des témoins "enzyme" de mani&re B 
calculer l'activité inhibitrice des échantillons. 



Ge DOSAGE DE LA TENEUR EN PROTEINES 

Ii est effectué par la réaction à l'acide bicinchoninique, selon la méthode 
de Smith et coll. (168). 

Le mélange réactif est préparé en ajoutant B 50 volumes du réactif A, 
1 volume de réactif B juste avant l'emploi (Pierce). 

Réactif A : solution de carbonate de sodium, de bicarbonate de sodium, de 
bicinchoninate disodique et de tartrate dans NaOH 0,lN. 

Réactif B : solution à 4% de CuS04,5H20. ;7+;1 
,: $y , 
, b?g' 

Le mélange à doser est constitué de 50 pl de l'échantillon à doser et de 
1 ml de réactif précédemment cité. La coloration se développe pendant deux 
heures à température ambiante, ensuite la lecture est effectuée à 562 nrn. Par la 
suite nous avons miniaturis6 le dosage, le mélange étant réalisé dans les puits 
d'une plaque de microtitration ; le volume final est réduit à 210 pl. Le 
développement de la coloration s'effectue dans les mêmes conditions que 
précédemment tandis que la lecture de la densité optique est effectuée à 540 nm 
sur un lecteur Uniskan II (Titertek). Les valeurs sont rapportées à une gamme 
de sérumalbumine bovine. Cette méthode donne des réponses linéaires pour 
des concentrations protéiques variant de O à 500 pa;lml. 

He DICHROISME CIRCULAIRE 

H. 1. PRINCIPE 

Le dichro&ne circulaire est une technique qui permet de déteminer la 
structure secondaire d'une molecule. Le phénomhe du dichroismc circulaire 
rbsulte de l'absorption difftrente de la lumière polaride circulaire droite et 
gauche par un chromophore présentant une structure asymétrique ou par un 
chromophore immobilisé dans un environnement asymétrique. Les propriétés 
spectdes chme molécule protéique ddpendent toujours de son environnement 
moléculaire et de la mobilité de ses chromophores (169). Cette méthode 
possède l'avantage d'êtit non dénaturante ; les échantillons peuvent donc être 
récupérés après l'expérience. C'est une méthode de choix pour (i) rechercher 
les changements de comportement d'une molécule dans différentes conditions 



de solubilisation ; (ii) comparer les propriétCs de molécules apparentées ; (iii) 
étudier les interactions entre deux molkules. 

Dans notre étude, les changements dans la structure secondaire dus B 
des modifications de l'orientation des liaisons peptidiques seront étudiés dans 
l'UV lointain entre 190 et 250 nm. 

Ho II. PREPARATION DES ECHANTILLONS ET 
OBTENTION DES SPECTRES 

Tous les échantillons sont dilués dans un tampon physiologique 
phosphate de sodium O,OlM, NaCl 0,15M, pH 7,O. Les enregistrements sont 
effectués sur un dichrographe (Jobin-Yvon Mark III). Des cellules de 0,01 cm 
sont utilisées pour les mesures dans l'UV lointain. Toutes les solutions sont 
filtrées sur Acrodisc 13 (0,2 Pm, Gelman) avant d'effectuer les spectres 
d'absorption et les spect~s dichroTques. La concentration en MPI est calculée à 
partir de la valeur d'absorption de 7,8 B 280 nrn pour une solution à 1% (48). 
La masse moyenne des acides aminés a été déterminée égale à 109,3 à partir de 
la composition en acides aminés du MPI. Toutes les valeurs d'ellipticités 
molaires [Cl] sont exprimées en deg. cm2. dmol-1. 

1. SPECTROMETRIE DE MASSE 

Toutes les études de masse moléculaire pa pectrométrie de masse ont été 
effectuées au laboratoim de Chimie Organique des Substances Naturelles URA 
31 CNRS B Strasbourg, (Docteur A. Van Dorsselaer). 

1. 1. PRINCIPE . 

La spectromCtrie & masse est une technique capable de produire des 
ions et de mesurer leur masse rnolk5culaire. 

Dans un spectromètre de masse, la production des ions est effectuée 
dans la source (les molécules y sont volatilisées, ionisées et accélérées) et la 
mesure de la masse moléculaire des ions est assurée par un analyseur (les ions 
sont filtrés en fonction de leur rapport m/z = masse moléculaire/charge). 

Le couple mode d'ionisation-analyseur utilisé pour notre travail est 
l'électrosprayquadrip61e. Notre but é m t  de calculer précisément la masse du 
MPI et celle des domaines obtenus après traitement par l'acide formique, cette 



technique nous a semblé la plus appropriée pour des molécules de cette taille 
(Mr > 5 000). 

Avant de détailler nos conditions opératoires, nous allons rappeler 
quelques définitions concernant la spectrométrie de masse. 

1. II. DEFINITIONS 

1. II. 1. Masse monoisotopique et masse chimique 

Les produits naturels sont constitués par les mélanges d'isotopes 
stables des éléments. Ainsi un produit est un mélange de molécules qui ne 
diffêrent que par leur composition isotopique. La masse chimique (ou masse 
moyenne), celle que l'on obtient par pesée d'une mole du produit, est en réalité 
le barycentre de la masse des espèces moléculaires comprenant les différents 
isotopes des éléments. 

En spectrométrie de masse, il est possible, lorsque les mesures sont 
effectuées à une résolution unitaire, de distinguer les pics isotopiques. Le pic 
monoisotopique P correspond à la molécule composée des isotopes les plus 
légers ( I ~ c ,  IH, 1 4 ~ ,  160, 323 ...). Les pics suivants (P+l, P+2, ..., P+n) 
représentent les combinaisons multiples des autres isotopes. Pour des 
peptides de masse élevée (Mr > 2 000) la quantité de molécules 
monoisotopiques devient negligeable (< 1,s %) ; par conséquent il 
conviendra de mesurer leur masse chimique, c'est à dire le 
barycentre des masses de tous les pics isotopiques. 

Les masses chimiques du MPI, du rSLPI et des domaines 
correspondants ont été calculées à partir de la composition en acides aminés, à 
l'aide d'un programme informatique. 

1. II. 2. Principe - de 1'6lectrospray 

La solution du polypeptide à analyser est amenée B un ddbit de 
2 par un capillaire dans la chambre de nébulisation. Une différence de 
potentiel élevée (4 000 à 5 000 V) est appliquée entre le capillaire et l'entr6e 
de l'analyseur, provoquant la formation d'un faisceau de gouttelettes (ou 
spray) très chargées. Le solvant de ces gouttelettes est évaporé par le passage à 
contre-courant d'un jet d'azote chaud (60°C), et les ions ainsi formés sont 
introduits par un petit orifice dans l'analyseur. Lorsque le solvant des 
gouttelettes est évaporé, la taille des gouttelettes diminue ; il en résulte une 



augmentation de 1P densité de-charge h leur sodace. Une instabilitd importante 
appelée explosion Coulombieme va résulter de la répubion iélectrostatique 
crCee entre les charges et va provoquer la formation de goutteleîtes filles plus 
petites, elles aussi sujettes h l'évaporation et h cette explosion. Ce processus se 
répète jusqu'h ce que la gouttelette ait atteint la taille pour laquelle le champ 
électrique dû aux charges de la surface est assez important pour désorber les 
ions (Fig. 23) (170). 

0 

~ w t t e a  & dapsncoamtm ICS Apér 6~-  du dm& Expulsion des ions 
ions poaitifg et d@s, Qnt une la demité de charge B la de la gouttelette 

EamiUe est pddominantc stirface, augmentc 

m r e  23 : Schéma du mécanisme de formation des ions par Electrospray 
(selon 170). 

1. II. 3. Nature des ions 

Les ions observCs en Electrospray sont des ions multichargé Su type 
[M+nH]n+ en mode positif. On n'observe pas la formation d'ions fragments 
avec ce mode d'ionisation dans des conditions optimales d'utilisation. 

En pratique, le nombk maximum de charges observe pour les 
peptides et les petites protékes ne contenant pas de ponts disulfure est en 
gCdral en accord avec le nombre de résidus basiques (Arg, Lys, His) contenus 
dans ces polypeptides + 1 (ionisation de l'acide amine N-terminal). Pour les 
proteines contenant un ou plusieurs ponts disufixe, le nombre maximum de 
charges observié est mfiérieur au nombre maximum de charges possible. 

Calcul & la masse de l'ion : m = (Mr + n) ln 

où m est la masse de l'ion, Mr est la masse moléculaire relative du 
pepdde et n est le nombre de chg43s. 



1. 1II.PREPARATION DES ECWANTILLONS ET 
OBTENTION DES SPECTRES 

L'échantillon est dissous dans un mélange H2OIMeOH (50150, vlv) 
contenant 1% d'acide acétique, la concentration de 20 pmoleslpl. 5 h 10 pl de 
cette solution sont injectés soit 100 200 pmoles par spectre. L'échantillon est 
ensuite introduit dans la source d'ions iâ un débit de 2 pl/min. Le voltage du 
cône d'extraction des ions est de 55 volts ; il a été augmenté à 130 volts dans 
l'étude des protéines entiéres (MPI et rSLPI) afin d'éliminer toutes les 
interactions non covalentes (présence de tampon phosphate). 

Le spectrom&tre de masse utilisé est un quadripôle VG BIO-Q avec une 
fourchette de Mr de 4 000. Les spectres ont été effectués dans une zone de mlz 
de 1 000 h 2 000 pour les protéines entiéres et de 700 h 1 500 pour les 
domaines, en 10 s à la résolution 600. La calibration est effectuée à l'aide de la 
myoglobine. 
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RESUME 

L'inhibiteur bronchique (MPI) est un des inhibiteurs physiologiques de 
l'élastase granulocytaire dans les sécrétions bronchiques, avec l'al-antiprotéase. C'est 
une molécule basique de Mr = 11 726 organisée en deux domaines homologues. Le 
domaine C-terminal porte le site actif envers l'élastase. Actuellement, le rôle 
physiologique exact du MPI dans la défense du tractus respiratoire et la fonction du 
domaine N-terminal ne sont pas connus. 

Afin d'essayer de répondre à ces deux questions, notre travail a consisté à : 

l@? isoler l'inhibiteur et étudier l'interaction, mise en évidence au cours des 

différents protocoles de purification essayés, avec les mucines respiratoires. 
L'approche par dichroïsme circulaire a abouti à la caractérisation de liaisons de 
type ionique entre le MPI et les mucines, mettant en avant le rôle des résidus 
d'acide sialique et de sulfate. D'autre part, l'étude in vitro de la capacité inhibitrice 
du MPI associé aux mucines envers l'élastase granulocytaire montre que : 

1. la présence de l'inhibiteur permet de retarder la protéolyse des mucines. 
2. la présence de l'inhibiteur permet de diminuer l'activité protéolytique 

de l'élastase. 

Ce résultat laisse entrevoir un rôle in vivo du MPI dans le maintien des 
propriétés rhéologiques du mucus qui sont indispensables à un bon 
fonctionnement du système d'épuration mucociliaire. 

Etudier la structure des deux domaines et leur activité envers les enzymes 

cibles connus du MPI (élastase granulocytaire humaine, trypsine et chymotrypsine 
pancréatiques bovines). Nous avons aussi effectué une étude comparative avec la 
protéine recombinante. Ce travail a permis de montrer que les domaines, préparés de 
manière à les obtenir dans leur intégralité après un clivage chimique spécifique, ont 
des comportements différents : 

1. le MPI, comparé à la protéine recombinante, semble avoir subi des 
modifications post-traductionnelles de type méthylation. 

2. le domaine N-terminal n'a aucune activité inhibitrice envers les 
trois sérine-protéases essayées. 

3. le domaine C-terminal est inhibiteur de l'élastase granulocytaire 
humaine, de la chymotrypsine pancréatique bovine et plus faiblement de la 
trypsine pancréatique bovine. 
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