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ABSTRACT

Bronchial mucins, prepared from washings performed in macroscopically
healthy areas of bronchial mucosa from 6 adult individuals, are glycoproteins of
acidic nature that contained both sialic acid residues and sulfate groups. The number
of sialic acid residues was greater than the number of sulfate groups.

SOMMAIRE

Les mucines bronchiques, préparées a partir de lavages bronchiques, dans
des zones macroscopiquement saines de 6 adultes, sont des glycoprotéines qui
possédent un caractére acide et contiennent des résidus d’acide sialique et des restes
de sulfaie. Le nombre de résidus d’acide sialique est supérieur au nombre de
restes de sulfate.

INTRODUCTION

L’atteinte patkelogique de "arbre trachdo-bronchique peut, chez I'homme, se
manifester cliniquement par la survenue d'une expectoration qui traduit hyper-
sécrétion de la muqueuse bronchique. De nombreuses éiudes ont été consacrées a
I’étude du mucus qui est ainsi éliminé!'2. Ceiui-ci contient notamment des glyco-
protéines du type des mucines (Q-glycoprotéines) pouvant avoir des caractéres d’acidité
variés: certaines molécules sont pratiquement dépourvues de caractéres acides®'*;
d’autres, au contraire, contiennent des proportions plus ou moins importantes de
résidus d’acide sialique ou de groupements de sulfate’.

A I’état physiologique, la sécrétion élaborée par la muqueuse bronchique est
progressivement déglutie. Une étude préliminaire a montré qu’il était possible de
préparer des glycoprotéines brenchiques a partir de lavages réalisés sous fioroscopie
dans des zones ol la muqueuse bronchique était macroscopiquemeni normale®,

*Ce travail a eté réalisé dans le cadre d'un Contrat [.N.S.E.R.M.
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La définition des principaux types de glycoprotéines bronchiques élaborés par
une muqueuse macroscopiquement normale pourrait constituer un élément de
référence trés important pour ['étude des difiérentes mucines sécrétées au cours des
affections bronchiques.

PARTIE EXPERIMENTALE

Larvages bronchiques. — Les lavages bronchiques ont éié réalisés, sous fibro-
scopie, dans des zones macroscopiquement saines, chez 6 sujets de groupe sanguin O,
indemnes de tout antécédent de bronchite chronique et ayant regu 30 min avant
I'examen endoscopique une injection intramusculaire d’atropine (0.25 mg) et de
chlorazépate de potassium (1-H'-benzo[f]3-carboxy-7-chloro-2,3-dihydro-2,2-di-
hydroxy-5-phényi-1,4-diazépine dipotassium) (20 mg). Les lavages ont éié réalisés
avec une solution physiologique de chlorure de sodium (500 mi) contenant de la
N-acétylcysténe (47,,) et de la xylocaine (0,4°;,). Les produits des différents lavages
ont ensuite €té réunis, dialysés contre eau distillée et lyophilisés, pour constituer un
pool de mucus bronchique (1,4 g).

Reduction du pool de rmucus bronchique. — Le pool de mucus bronchique (1,4 g)
est mis en suspension dans un tampon * phosphate de sodium 75mm (140 mil) de pH 7,3.
Aprés 12 h d’agiiation a 4°, la réduction du mucus est effectuée a I’aide de mercapto-
éthanol utilisé a la concentration de 1 %% (v/v) pendant 4 h & 37°. Une centrifugation
permet de séparer un culot qui est éliminé ¢t un surnageant qui est dialysé 3 4°,
contre de I'eau distiliée pendant 4 jours. puis qui est Iyophilisé. On obtient ainsi le
mucus réduit.

Chromatographie sur colonne d’Ecteola-cellulose. — Le mucus réduit (740 mg)
est dissous daps une solution de NaCl 0,Im (15 ml) et déposé sur une colonne
d Ecteola-cellulose (3 x 30 cm) €quilibrée dans la méme solution. La colonne est
successivement éluée par la solution d’équilibre NaCl 0,ImM, puis par une solution
NaCl 0,IM-HCI1 0,01nm, puis par un gradient continu de NaCl de 0,1 3 0,7M contenant
HCI1 0,01m (1500 ml) et enfin par une solution NaCl M-HCI 0,01r1. On recueille des
fractions de 10 mi dans lesquelles on mesure I’'absorbance & 260 nim, ainsi que la teneur
en oses combinés, grice a une méthode automatique a ’orcinol®. Les différentes
fraciions contenant des oscs combinés sont dialysées et lyophilisées.

Chromatographiie sur colonne de Sepharose 4 B. — Les fractions séparées sur
colonane d’Ecteola-cellulose sont soumises & une chromatographie de gel-filtration sur
colonne de Sepharose 4 B (2,5 x 53 cm) équilibrée dans un tampon de pH 8,0 (Tris
0,1M-NaCi 0,2m). On recueille des fractions de 5 ml qu’on analyse comme précédem-
ment. Les fractions glycoprotéiques purifiées sont dialysées et lyophilisées.

Etude électrophorétique en agarose. — Les études électrophorétiques sont
réalisées en agarose avec un tampon? véronal de sodium de pH 8,2. Les lames sont
fixdes & I'aide d’un mélange chloroforme—€thanol-acide acétique (3:6:1) pendant 2 h.
Les lames sont ensuite colorées par 'Amidoschwarz, le réactif de Schiff aprés
oxydation periodique ou le Bicu de Toluidine’.
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Composition chimique. — La composition en acides aminés est déierminée sur
un analyseur Multichrom B Beckman. Le gradient utilisé permet la séparation des
acides aminés et des osamines sur une seule colonne. Les préparations étudiées sont,
au préalable, soumises 4 une hydrolyse, en tube scellé sous vide, par HCI 5,6Mm
pendant 24 h a-110°,

La composition en sucres est eflectuée par chromatographie en phase gazeuse
aprés méthanolyse et per(triméthylsilylation), selon une légére modification® de la
technique de Reinhold®. Les colonnes utilisées (0,3 x 150 cm) contiennent 3%
d’CV 17 sur du Chromosorb WAW (80-100 mesh, Supelco).

Les dosages d’acide sialique et de groupements de sulfate ont &té réalisés selon

les méthodes précédemment indiquées®.

RESULTATS

Préparation du mucus réduit a partir d’un pool de lavages bronchiques. — Les
lavages bronchiques réalisés chez 6 sujets de groupe sanguin O sont réunis en pool,
dialysés et lyophilisés (1,4 g). Ce pool est soumis & une réduction par le mercapto-
éthanol qui permet d’obtenir 760 mg d’un matériel, soluble dans I'eau et non
dialysable, qui constitue le mucus réduit. L étude électrophorétique du mucus réduit
montre qu’il comprend des constituants de mobilité anodique supérieure a celle de
I’albumine et qui sont uniquement révélés par le Bleu de Toluidine, une fraction de
mobilité analogue a la sérumalbumine uniquement révélée par "Amidoschwarz et
un mélange de constituants de mobilité « et § révélés par I'’Amidoschwarz. le réactif
de Schiff aprés oxydation psriodique et faiblement le Bleu de Toluidine (Fig. 1).
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Fig. 1. Etude électrophoretique en agarose a pH 8,2 du mucus reduit (M.R.) et des fracuons glyco-
protéiques 3b et 4b. Les lames sont révélées par I"Amidoschwarz (AS), le réacuf de Schiff aprés
oxydation périodique (PAS) et le Bleu de Toluidine (BT).

Isolement des glycoprotéines bronchiques. — Le mucus réduit est soumis & une
chromatographie d’échange ionique sur colonne d'Ecteola-cellulose, éluée par des
solutions de molarité croissante en chlorure de sodium (Fig. 2). On peut ainsi séparer
quatre fractions. Les constituants élués par le gradient de chlorure de sodium forment,
sur la courbe du dosage des oses combinés, un pic trés étalé qui est arbitrairement
découpé en deux fractions 3 et 4 et dont la trainée n’est pas retenue (Fig. 2). Les 4



386 J.-J. LAFITTE, G. LAMBLIN, M. LHERMITTE, P. HUMBERT, P. DEGAND, P. ROUSSEL

fractions ainsi séparées sont dialysées et lyophilisées (/, 205 mg; 2, 24 mg; 3, 22 mg;
4, 14 mg). Aprés élution par le gradient de chlorure de sodium, la colonne est éluée
par une solution NaCl a—-HC10,0!m qui ne permet d’obtenir que des traces de
maériel réagissant avec I’crcinol.
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Fig. 2. Chromatographie du mucus bronchique réduit sur colonne d’Ecteola-cellulose (3 X 30 cm).
L’elution est conduite 4 1'aide de NaCl 0,1m (500 ml), de NaCl ¢,iM-HCI 0,Civm (700 mli}, et d’un
gradient de NaCl 0,1-0,7» coatenant HCI 0,01Mm (1500 ml).

TABLEAU 1|

COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES FRACTIONS GLYCOPROTEIQUES 3b ET 452

Acides anmunés Fracrtion 3b Fraction 4b
Reésidusf uMfellg® Résidus/ ubfollg”
100 reswdus 100 résidus

Acide aspartique 2,67 53,2 3,22 55,9
Threonine 27,54 548,2 23,55 108,5
Sérine 18,57 369,7 18,69 3242
Acide glutamique 3,89 77,4 4,32 75,0
Proline 14,75 293.6 12,52 217,1
Glycine 6,54 130,1 8,65 150,1
Alanine 8,23 163.8 8,16 141,5
Vaiine 3,96 78,9 4.43 77,2
4 Cystine 0,6 12,0 Traces
Methionipe 0,76 15,2 1,09 18,9
isoleucine 2.11 42,1 2,18 37,3
Leucine 2.3 45,8 2,84 49,3
Tyrosine 1,11 21.8 1.4 24,3
Phénylalanine 1,23 214 1,25 21,7
Lysina 2,23 44,3 3,11 54,0
Histidine 1,53 30,5 2,71 47,0
Arginine 2,00 39,8 1,87 32,5

'Poids sec.
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TABLEAU I
COMPOSITION CHIMIQUE DES FRACTIONS 3b ET b7

Residus Fraction 3b Fraction 4b

% udollg % pMollg
Acides aminés 19,53 1 990.8 17,06 1 734,5
Fucose 8.4 510 9,3 565
Galactose 20,3 1130 20,8 1155
N-Acétylglucosamine 11,9 540 14,2 640
N-Acétylgalactosamine 16,5 745 12,7 575
Acide N-acétylneuraminique 13,3 43¢ 11,2 360
Sulfate 0,8 100 20 245
Fuc+ Gal + GalNAc+ GIcNAc+SA/GalNAc 1,5 5,7

L es résultats sont exprimés en %5 du poids sec et en gmol par g de poids sec.

Chacune des quatre fractions (/, 2, 3, ) est ensuite soumise & une chromato-
graphie sur colonne de Sépharose 4 B (Fig. 3). Les différentes fractions ainsi obtenues
a partir de /7 (50 mg). 2 (24 mg), 3 (22 mg) et 4 (14 mg) sont dialysées et lyophilisées:
la,0,8 mg; /c, 34,5 mg; 2a,0,15 mg; 25, 2,25 mg; 2¢, 1,85 mg; 24, 1,65 mg: 3a, traces;
3b,7.9 mg; 3¢, 1.2 mg; 3d, 0,85 mg; 4a. 0,2 mg: 4b, 3,6 mg; 4c, 1,65 mg et 4d, 0,8 mg.

Les deux principales fractions glycoprotéiques (3b et £h). absorbant trés peu a
260 nm, peuvent correspondre a4 des mucines. En électrophorése en agarose, les
fractions 35 et 4b sont bien colorées par le réactit’ de Schiff aprés oxydation periodigue.
La fraction 36 est trés faiblement colorée par I'’Amidoschwarz. La fraction b est
mieux révélée par le Bleu de Toluidine que la fraction 36 (Fig. 1).

L’étude de la composition chimique de ces deux fractions est rapportée dans les
Tableaux I et II.

DISCUSSION

La sécrétion bronchique €hminée par certains malades atteints de bronchite
chronique contient des glycoprotéines non retenues sur une colonne d’Ecteola-
cellulose équilibrée dans une solution de chlorure de sodium 0,IM et qui ont été
qualifiées de glycoprotéines neutres®+*.

Une étude préliminaire réalisée sur un pool de lavages bronchiques pratiqués
chez 5 adultes dans des zones macroscopiguemeant saines, a révélé 1’absence de mucines
neutres®. L'étude actuelle réalisée sur un nouveau pool de lavages bronchiques
provenant de 6 adultes de groupe sanguin O dans des zones macroscopiquement
saines, confirme absolument la premiére étude.

On peut certainement émettre des critiques sur le caractére parfaitement
physiologique de la sécrétion bronchique obtenue par lavage. De nombreux types
cellulaires concourent a ’élaboration du mucus bronchique et on ne sait pas actuelle-
ment si la technique de lavage n’est pas capable de stimuler ja sécrétion de certains
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types cellulaires au détriment d autres. Cependant, pour imparfaite qu’elle soit, cette
technique représente 1'une des rares voies d’approche de la séerétion bronchique

humaine normale.
Les mucines bronchiques obtenues & partir de liquides de lavage constituent
une population de molécules acides, essentiellement représentées par les fractions 35

et 4b qui ont été arbitrairement séparées (Fig. 3).
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Fig. 3. Etud= chromatographique sur colonne de Sépharose 4B (2,5 x 53 cm) des 4 fractions obtenues
par chromatographie sur Ecteola-cellulose du pool de mucus réduit. Dans I’¢luat, on mesure I’absor-
bance & 260 nm (— — —) et la teneur en oses combinés ( ). Chacun des eluats correspondant
aux fractions 2, 3 et 4, est découpé en 4 fractions (e : de 65 2 85 ml- b :de 90 2 145ml; c : de 150 &
165ml; et d : de 170 a 220 ml). L’¢luat correspondant i la fraction / n’a été découpé qu’en deux
fraction:s fa : de 65 2 90 ml; ¢ : de 145 4 220 ml).

Dans la composition chimique de ces glycoproté€ines acides, on retrouve tous
les constituants qui ont été identifiés dans les mucines bronchiques isolées a partir de
I'expectoration. On retrouve ainsi la richesse caractéristique de la partie poly-
peptidique en acides aminés hydroxylés. Pour les mucines isolées de I’expectoration,
ces acides aminés constituent des poinis d’attache pour les chaines glycanniques par
I'intermédiaire de liaison du type 3-0-(2-acétamido-2-désoxy-f-D-galactopyranosyl)-
sérine ou -thréonine3+1°,

Si on admet pour ces glycoprotéines bronchiques isolées par lavage chez des
sujets de groupe sanguin O que les résidus de 2-acétamido-2-désoxy-D-galactose sont
tous engagés dans des liaisons glycanne—protéine de type O-glycosyle, la valeur du
rapport molaire (galactose + fucose + N-acétylhexosamines+ acide sialique)/N-acétyl-
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galactosamine représente une estimation de la longueur moyenne des chaines
glycanniques de ces molécules. La valeur de ce rapport ¢st de 4,5 pour la fraction 36
et de 5,7 pour la fraction 4b. On peut aussi constater qu’entre les fractions 45 et 3b,
il y 2 une évolution paraliltle du nombre de résidus d’acides aminés hydroxylés
(Tableaux I et II).

En outre, dans les fractions 35 et 4b, le nombre de résidus d’acide sialique est
plus grand que celui des groupements de sulfate. Toutefois, la proportion de groupe-
menis de sulfate augmente sensiblement dans la fraction b par rapport & la fraction 35
(Tableau II).

Ces différentes constatations suggérent que, dans nos conditions expérimentales,
les glycoprotéines bronchiques obtenues chez 1’adulte par lavage bronchique, dans
des zones macroscopiquement saines, représentent une population de molécules
contenant plus de résidus d'acide sialique que de restes de sulfate et dont la longueur
moyenne des chaines glycanniques pourrait étre de 4 4 6 sucres.

On peut remarquer & titre comparatif que, pour des glycoprotéines bronchiques
isolées chez un enfant de groupe sanguin O, atteint de mucoviscidose®. la proportion
de groupements de sulfate est plus grande que celle des résidus d acide siaiique et le
rapport (galactose+fucose 4- N-acétylhexosamines + acide sialique)/ N-acétylgalacto-
samine est voisin de 10.

U est actuellement difficile de savoir si de telles différences correspondent a des
modifications des processus de biosynthése des glycoprotéines au cours de certainas
bronchopathies ou a des différences dans la répartition des différents types cellulaires
qui synthétisent les glycoprotéines bronchiques.
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