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ABslxAcr 

Bronchial mucins, prepared from washings performed in macroscopically 
healthy areas of bronchial mucoja 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. 

les mucines bronchiques, prtpartcs ti partir de lavages bronchiques. dans 
des zones macroscopiquement saines de 6 adultes, sont des glycoproteines qui 
possedent un caractere acide et contiennent des risidus d’acide sialique et des restes 
de sulfate. Le nombre de r&idus d’acide sialique est supckieur au nombre de 
restes de sulfate. 

m-rR0DlJcT10N 

L’attcinte pathologque de I’arbre tracb8o-bronehique peut. chez l’homme, se 
manifester cliniquement par la survenue d’une expectoration qui traduit l’hyper- 
stkretion de la muqueuse bronchique. De nombreuses Ctudes ont etC consacrks 6 
I’Ctude du mucus qui est ainsi Climint5”3. Ceki-ci contient notamment des glyco- 
proteines du type des mucincs (O-glycoproteines) pouvant avoir descaractlres d’aciditi 
vari&: ccrtaines mol&ulcs sont pratiquement depourvues de caracttres acidcs3m4; 
d’autres, au contraire, conriennent des proportions plus ou moins importantes de 
rkidus d’acide sialique ou de grocpemcots de sulfate’. 

A I’dtat physiologique, la sic&ion tlaboree par la muqueuse bronchique ect 
progressivement dCgIu&ie. Une Ctudc priliminaire a moatre qu’il Ctait possible de 
preparer des glyccprotiines brcnchiques B pat-rir de lavages tPali&s sous fibroscopie 
dans des zones oit la muqueuse bronchique Ctait macroxopiquement normale5. 

*Cz tra\ail s ece r&Ii& dans le cadre d’un Cootrat I.N.S.E.R.M. 
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La dSnition des principaux types de glycoprotPines bronchiques ilabores par 
une muqueuse macroscopiquement oormale pourrait coostituer un element de 
rCi&ence trk important pour l’&ude des difikrentes mucines .Gctit&s au tours des 

affections bronchiques. 

PARVE E!!PiRLh!ENTME 

Larages bronciriques. - Les lavages bronchiques ont Cttf r&lis&, sous fibro- 
scopie, dans des zones macroscopiquement saines. chez 6 sujets de groupe sanguin 0, 
indemnes de tout antCcident de broochite chronique et ayant recu 30 min avant 
I’examen eodoscopique une injection iotramusculaire d’atropine (0.25 mg) et de 
chlorakpate de potassium (I-H’-benzol/J3-carboxy-7-chloro-2.3-dihydro-2,2-di- 
hydrosy-5-phenyl-I+diazCpine dipotassium) (20 mg). Les lavages ont Cd rCalis&s 
avec une solution physiologique de chlorure de sodium (500 mi) contenant de la 
IV-ac&ylcystCme (4:;“) et de la xylocaine (O,-!vi’,‘,). Les produits des diKerents Iavages 
ont ensuire CtC rCunis, dialyses contre eau distill&z et IyophilisCs, poirr constituer WI 
poo! de mucus bronchique (1,4 g). 

Reduction did pool de tmcus brorrrhiqne. - Le pool de mucus bronchique (I ,-I g) 
esr mis en suspension dans un tampon’ phosphate de sodium 75~~ (110 ml) de pH 7,3. 
Aprks I3 h d’agiiation 5 4’, la rCduction du mucus es1 effect&e ; I’aide de mercapto- 
Cthanol utilisO 2 la concentration de 1 96 (viv) pendant 4 h B 37’. Une centrifugation 
permer de stparer un culot qui est CiiminC et un surnageant qui est dialysk & 4=, 
contre de I’eau distill& pendant 4 jours. puis qui est IyophilisC. On obtient ainsi le 
mucus kduit. 

Chromatographie mr colorme d’Ecteola-cellulose. - Le mucus rkluit (740 mg) 
est dissobs daus une solution de NaCl O,lhr (I 5 ml) et deposal sur une colonne 
d’Ecteola-cellulose (3 x 30 cm) iquilibrk dnns la mtme solution. La colonne est 
successivement Cluke par la solution d’tquilibre NaCl O,lhl, puis par une solution 
NaCl 0,I M-HCI 0.01~1, puis par un gradient continu de NaCl de 0,I 5 0,7hl contenant 
HCI 0,Ol h! (l-500 ml) et enfin par une solutioc NaCl hr-I-ICI 0,Ol~. Oj recueille des 
fractions de IO ml dans lesquelles on mesure I’absorbance ti 260 MI, ainsi que la tencur 
en oses combinis, grke n uoe m&bode automatique B I’orcino16. Les difkentes 
fractions contenant des oses combin& soot dialykes et IyophiBsCes. 

Chronraiogt-aphie SW colome de Sepharore 4 B. - Les fractions sCpar&s sur 
colonne d’Ecteola-cellulose sont soumises 8 une chromatographie de geMltration sur 
colonne de Sepharose 4 B (2,5 x 53 cm) kquilibrke dans un tampon de pH 8.0 (Tris 
0,I a+NaCi 0,2ar). On recueille des fractions de 5 ml qu’on analyse comme prtidem- 
ment. Les fractions glycoprotkiques purifiees sont dialyskes et lyophiliskes. 

Etude hlectro~horhtiq~~e eu agarose. - Les etudes CIectrophorGtiques sont 
rCal&es en agarose avec un tampon3 vkonal de sodium de pH 8,2. Les lames sont 
li~!es g I’aide d’un melan_ec chloroiorm&thanol-acide acicique (3:6:1) pendant 2 h. 
Les lames sont ensuite colorCcr par I’Amidoschwarz, le riacrif de Schiff aprk 
osydation periodique ou le Bieu de Toluidine’. 



h!UClNES BRONCHIQUES 385 

ComposiIion rhimique. - La composition en acides amink est dttermink sur 

un analyseur Multichrom B Beckman. Le gradient utilisi permet la separation des 

acidcs aminis et des osarnioes sur une seule colonne. Les prSparations itudik sont, 

au prtaiable, soumises 21 une hydrolyse, en tube scellC sous vide, par HCI 5,6hr 

pendant 24 h k- 110”. 

La composition en succes est effectutk par chromatographie en phase gazeuse 

apres m&honolyse et per(trimCthylsilylation), selon une ICgGre modification’ de la 

technique de Reinhold’. Les colonnes utilis&s (0,3 x I SO cm) contiennent 39,; 

d’OV 17 sur du Chromosorb WAW (80-100 mesh, Supelco). 

Les dosages a’acide sialique et de groupemenrs de sullste ont At rtalisCs salon 

les mtthodes prkcidemment indiqu&s8. 

Prkpararion du m:4c14s rtGi44ir ci parrir d’un pool de farages broncltiqws. - Les 

lavages bronchiques r&list% chez 6 sujets de proupe ssnguin 0 sont rlunis en pool, 

dialysk et lyophilisk (I,3 g). Ce pool est soumis h une kduction par le mercapto- 

ethanol qui permet d’obtenir 760 mg d’un mat&iel, soluble dans I’eau et non 

dialysable. qui constitue le mucus rPduit. L’itude Clcctrophoritique du mucus rPduit 

montre qu’il comprend des constituants de mobilitC anodique supkieure B celle de 

I’albumine et qui soot uniquement rC\CICs par 1-z Bleu de Toluidine, une fraction de 

mobilit anologue i la sCrumalbumioe uniquement r&3& par I’Amidoschwnrz et 

un melange de constituaots de mobilit& c( et /I rC~SlCs par I’Amidosch\varz. Ic rkctif 

de Schiff aprk oxydation periodique et faiblement le Bleu de Toluidlne (Fi_g. I). 
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Fig. I. Etude &ctrophoretique en agarose ;i pH 8.2. du mucus reduit (M.R.) et dcs irractlons !&co- 
protkiques 36 et 36. Les lames sonf rCv2lks par i’Amidos;huarr (X5). Ie rCactlf de Schiff 3~~12s 
oxydatioo pbiodique (PAS) et Ie Bleu de Toluidlne (BT). 

lsolemenr des g1Jt-oprortines bronclliqlres. - Le mucus rOduit est soumis 9 une 

chromaiographie d’khaoge ionique SW coloone d’kteola-cellulose, Clutk par des 

solutions de molari! croissatxe en chloruic de sodium (Fig. 2). On peut ainsi siparer 

quatre fractions. Les constituants Cl&s par le gradient de chlorure de sodium ferment. 

sur la courbe du dosage des oses combirks, un pit trts ttA2 qui est arbitrairement 

d6coupP en dew fractions 3 et 4 et dont la train& n’est pas rctenue (Fig. 3). Les 4 
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fractions ainsi sZpar&s sont dialys&s et lyophilish (I, 205 mg; 2, 24 mg; 3, 22 mg; 
d. 13 mg). kprh Clution par le gradient de chlorure de sodium, la coloone est Cl& 
p:u une solution NaCl M-HCI O,O! hi qui ne pennet d’obtenir que des tracej de 

mar6riel rPsgissaot avec I’crcinol. 
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Fig. 2. Chromalograpbie du mucus hroachrque Muit sur colonne d’E:ctcolacellulose (3 X 30 cm). 
L’Clutioo ejt conduite g I-aide de NKI O,IM (500 ml). de N&I O,lt+HCI O,CIM (700 ml). et d’un 
gradient de NaCI O,l-O,Tbf coolenant HCl O.Olhf (1500 ml). 

TABLEAU 1 

CO’APOSITION EN ACIDS AWNtS DES FRACTIONS GLYCOPROtiIQUES 36 ET 46” 

Aclde aspartique 
Threomnc 
Sinne 
Acide glutnmiquc 
Proline 
Clycine 
Almine 
Lsime 
f Cystine 
hletfuonine 
isoleucine 
Leusinz 
Tyrosme 
Phtinqlalanine 
L>WlX 
Hisridioe 
Arguline 

2,67 
27,5-a 
18,57 
3.89 

l-l.75 
6.54 
8,13 
3.36 
0.6 
0.76 
2.1 I 
‘3 
;:I1 
1 7; 
a:;3 
I,53 
2.00 

53,2 
548,2 
369.7 

77.4 
293.6 
130.1 
163,8 

78.9 
12,o 
l5,2 
42.1 
45,a 
21.8 
?+I 
4403 
30,s 
39.8 

3,22 
23.55 
18.69 
4,32 

12.52 
8.65 
8,16 
&-I5 

I ,09 
2.15 
2,tM 
135 
1,25 
3.1 I 
2.71 
I,87 

55,9 
ax?,5 
3x,2 

75.0 
217,! 
150,l 
141,s 
77.2 

TraLxS 
18,9 
37,3 
49.3 
24,3 
21,7 
54.0 
47.0 
32,5 

‘Polds SC. 
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TABLEAU II 

COVFOSlllON CHIMIQUE DES FRACllONS 36 ET 46” 

Rrsrdus Fraction 3b Fructron 4b 

% pnlollg 4; p .i follg 

Acids arninb 1953 
Fucox 8.4 
Galaclose 10,3 
iV-ikCtylglucosamior Il.9 
N-Ac~Iylgalactosamme 16,s 
Acide /\r-xttylncurarmnique 13,3 
Slllf-Elle 0.8 
Fuc + Gal + GnlN.\c + GkNAc + SAIGalNAc 

I 990.5 17.06 I 734,s 
510 9.3 565 

I 130 20.3 I IS5 
510 14.1 6.lO 
7-15 12.7 575 
430 11.2 360 
loo 3.0 ‘45 

-l,5 397 

JLes rhulLau sont euprimk en 9; du polds wz et cn pmol psr g de polds sec. 

Cbacune des quatre fractions (I, 2, 3, 4) est eosuire soumise ti une chromato- 
grsphle sur colonne de SCpharose 4 i3 (Fig. 3). Les diffGrentcs fractions ainsi obtenues 
A partir de I (50 mg). 2 (23 mg), 3 (32 mg) et 3 (I4 mg) sent dialgsies et lyophilisics: 
/u,O,8 mg; /c, 345 mg; 2a, 0,15 mg; X,3,35 mg; 2c, I,85 mg; N, I,65 mg: 30, traces; 
36, 7,9 mg; 3c, 1.3 mg; 34 0,85 mg; 4~. 0.2. mg; 46, 5,6 mg; 4~. 1,65 mget -Id, 0,s mg. 

Les dew principsles fractions glycoprorCiques (3b et 4b). absorbant trks peu 9 

260 nm, peuvent correspondre ti des mucines. En Clectrophorke en agarose, les 
fractions 36 et Ib xmt bien colorCes par le rCactil’de SchiKnprk osjdation periodique. 

La fraction 36 est trZs faiblemcnt color& par I’Amidoschwarrz. La fraction Ib est 
mieus rt\tlk par Ie Bleu de Toluidine quc la fraction 36 (Fig. 1). 

L’ttude de la composition chimique de ces deuv fractions est rapport& daas Is 

Tableaux I et Il. 

DISCUSSION 

La sic&ion bronchiquz illmink par certain5 malndes atteints de bronchite 
chronique contient des glqcoprotCines non retenues sur une colonnz d’Ecteola- 

cellulose equilibrCe dans une solu!ion de cblorure de sodium 0,1x1 et qul ont et2 

qualif%es de glycoprotkines neutres”“. 
Une etude prCliminaire rCalisZe sur un pool de lavages bronchiques pratiquk 

chew 5 adultes dans des zones macroscopiquemcnt saines, a rtvCli I’absence de mucines 
nelltresS. L’Ctude actuclle rtalisie sur un nouveau pool de lavazes bronchiques 
provenaot de 6 adultes de groupe saoguin 0 dans des zones macroscopiquemcnt 
saines, confirme absolumcnt la prcmikre etude. 

On peut certainement Cmettre des critiques sur le caracikre parfaitement 
pbysiologique de la skrltion bronchique obtenue par lavage. De nombreua types 
cellulaires concourent 9 I’ilaboratioa du mucus bronchiquc et on ne snit pas nctuellc- 
ment si la technique de lavage n’est pas capable de stimuler la s&x&ion de certains 
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types c&lulaires au dCtriment d’autres. Cependmt, pour imparfaite qu’elle soit, cette 
technique rep&e&e l’unc des fares v&es d’approche de la s&r&h bronclriq~~ 
Amaine aormaie. 

Lzs mucines bronchiques obcenues 5 partir de liquides de lavagc constituent 
une population de moltcules acides, ejsentiekment reprise&es par k fractions 36 

et 46 qui ant CtC arbitrairement separ&es (Fig. 3). 

05 4 46 

50 100 '50 200 m: 

Fig. 3. etude chromalographlquz sur colonne de Stpharose SB (2.5 X 53 cm) des 4 frxlioos oblenues 
par chrom;ltogrnphle jur E~teol~cellulose du pool de mucus riduir. D-s I’Cluat, on mesure l’absor- 
bance B 7-60 mu (- - -) et la reneur en oses combink (- ). Chacun des eluats correspondant 
ALLY ~rxtiorzz 2, 3 et 4, est d&coup& en ~:f~ctions(o:de65gSjn~.b:de90g 115ml:c:de l5OB 
16s ml; et d : dc 170 a 220 ml). L’Cluat correspondant g la irdction I o’a ttd dkoupr? qu’en deux 
fractious (a : de 65 B 90 ml: c : de 145 9 120 ml). 

Dans la composition chimique de ces glycoprothes acides, on retrouvz tous 
les constituants qui onI CtC identif%s dans les mucines bronchiques isoks ti partir de 
I’expectorstioo. On retrouve ainsi la richesse caractkistique de la partie poly- 
peptidique en acides amin& hydroxyi4s. Pour les mucines isol&s de l’espectoratioo, 
ces acides amink coostituent des points d’attacbe pour les chaines giycanniques par 
l’intermidiaire de liaison du type 3-0-(2-acCtamido-2-dksouy-/L?-r)-galactopyranosyI)- 
s&-he ou -thrConine8~’ ‘. 

Si on ndmet pour ccs glycoprotiines bronchiques isol&s pat lavage chez des 
sujets de groupe ssnguin 0 que les hidus de 2-achmido-2dboxy-r>-galactose sont 
tow engages dans des liaisons glyczmne-prothe de type O-glycosyle, la valeur du 
rapport molaire (galactose + fucose + N-adtylhexosa.mines+ acids sialique)/JV-adtyl- 



b4UClNES BRONC-EUQUES 389 

galactosamine reprCsente une estimation de la longueur moyenne des cbaines 
dycanniques de c-es mokules. La valeur de ce rapport est de 4,5 pour la fraction 36 
zt de 5,7 pour la fraction 46. On peut aussi constater qu’entre les fractions 46 et 36, 
il y 8 uoe ivolutioo paraWe du nombre de rCsidus d’acides amin& bydroxyles 
(Tableaux I et LI). 

En outre, dans Ies fractions 36 et 4b. le nombre de rCsidus d’acide sialique cjt 
plus grand que cAui des groupements de sulfate. Toutcfois, la proportion de goupe- 
menis de sulfate augmente sensiblement dans la fraction 16 par rapport h la fraction 36 
(Tableau IX). 

Ces dif%rentes constatations sugg&ent que, dansnosconditionsexpCrimentaIcs, 
les glycoprotCines bronchiques obtenues chez l’adulte par lavage bronchique, dans 
des zones macroscopiquement saines, reprisentent une population de molCcules 
contenant plus de rCsidus d‘acide sialique que de restes de sulfate et dont In longueur 
moyenne des chaines glycanniques pourrait Ctre de 4 2 6 sucres. 

On peut remarquer 6 titre comparatif que, pour des dycoprofdines bronchiqucs 
isol&s chez un enfant de goupe sanguin 0, atrrint de mucoviscidoseb. la proportion 
de groupemenls de sulfate est plus grande que celle des risidus d’acide siaiique et le 

rapport (galactose + fucose + IV-acCtylbexosamines + acide sialique)!fV-ac&ylgalacto- 
samine est voisin de 10. 

Ll est actuellement diBiclle de snvoir si de telles dif%rences correspondent A des 
modifications des processus de biosynthise des gl)coprotCines au tours de certaines 
bronchopathies ou B des diffirences daos la rzpartition drs diff&ents types ccllulaires 
qui syntMtisent les glycoprotiines bronchiques. 

Nous remercioos Madame hl. Lujckx et hlademoiselle hi. C. Tirlzmont paur 
leur collaboration technique au tours de la Galisation de ce travail. 
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