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SU}IMARY

Stu$t of Carboxylic and Sufated Glycoproteins in Bronchial Mucus

Acidic glycoproteins are isolated from the reduction products of fibriiiar mucus
of sputum. The sensitivity of these givcoproteins towards neuraminidase ciepends upon
the pathoiogical state and the blood group of the patient (especialiy upon the secretor
or non-secretor character). Histochemical studies and analysis of the substances s\ rr-

thetised in fragments of bronchial mucosa surviving in uitro, demonstrate the incor-
poration of radio-sulfate in the pure serous cells, mixed type of secreting glanduiar
cells, and in the goblet cells of the epithelial surface. The sulfated glycoproteins (free

from uronic acid) are localized in the group of acidic glycoproteins of sputum.

Au sein des produits élaborés par les formations giandulaires de 1'arbre trachéo-
bronchique, deux groupes de glycoprotéines représentent ies composants majeurs
impliqués dans la structure du réseau fibriliaire des sécrétions normales et patholo-
giques. Caractérisés en électrophorèse en agarose et séparés par éiectrophorèse prépa-
rative en fi.lm liquidel, ces deux groupes de glycoprotéines se différencient par leur
point iso-électrique et par leur affinité tinctoriale pour 1e bleu de toluidine. L'un
correspond à des substances de groupe sanguin riches en fucose, colorées sur le dia-
gramme d'électrophorèse en agarose par le réactif de Schiff après oxydation perio-
dique et par les colorants des protéines. L'autre groupe, de caractère plus acide, se

révèle par le bleu de toiuidine et peut être isolé des produits de réduction douce du
mucus f,brillaire de l'expectoration sous forme d'un compiexe avec le bromure de

cétyltriméthylammoniumz. Nous avons pu isoler ces glycoprotéines acides à partir de

différents mucus fibrillaires d'expectorations et préciser Ia nature des constituants
responsables de leur caractère acide. Les études histochimiques et 1'analyse des pro-
duits de synthèse formés dans les fragments de biopsie bronchique en survie nous ont
permis de démontrer f incorporation de sulfate inorganique dans la structure de ces

* Directeur; Professeur Paul Boulanger.
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gllzcoprotéiners et d'identilier les élénrents ccliuiaires dans lesqueis a lieu leur forma-
tion.

I'ARTIE EXPERIM]'NTÀLE

L'ensemble des gh.-coprotéines de caractère acide peut être isolé des produits
cie réduction douce riu mucus fibrillaire de l'expectoration. Le fractionnement a porté
sur les sécrétions b«rnchiques de quatre malades: deux bronchitiques chroniques,
dont l'un (observation r) était un sujet de groupe sanguin A sécréteur et I'autre
(observation z) un sujet de groupe sanguin B non sécréteur; un asthme allergique
(observation 3) chez un maiade de groupe sanguin O sécréteur; et enfin un cancer
bronchique (observation 4j chez un sujet de groupe sanguin A sécréteur. Dans ces
quatre cas, le diagrrostic pouvait être posé sans aucune difâculté, le tableau ciinique
et radiologique étant tout à fait caractéristique, et l'étude a été faite avant la mise
en cÊuvre de toute thérapeutique.

Les expectorations recueiliies sont traitées dans les z4 h qui suivent leur
émission. Après réd.uction douce du mucus fibriliaire, une électrophorèse préparative
en fi"lm iiquide à haut voltage permet de séparer les différents groupes de composants
libérés, en précisant leur importance relative. Les glycoprotéines de caractère acide
sont isolées par fractionnement de l'adialysable soiuble du mucus fibrillaire réduit-
L'action de la neuraminidase permet de déterminer pour chacune des préparations
obtenues la proportion de résidus d'acide À'-acétvlneuraminique, grâce à ieur affinité
tinctoriaie pour ie bleu de toiuidine.

Un fractionnement au Rivanolt à pH r.5 après hydrolyse par ia papaïne et par
ia pronase conduit à f isoiement d'un giycopeptide dans lequel l'étude en spectro-
photométrie infra-rouge montre la présence de groupes sulfate. Ce glycopeptide se
retrouve dans les fragments de biopsie bronchique maintenus en survie dans un
miiieu de Hankss renfermant du radiosulfate; d'autre part, l'examen histologique et
autoradiographique de ces biopsies permet d'identifier les éléments cellulaires or)
s'effectue la synthèse des glycoprotéines sulfatées.

I solement des glycoprotéines acides
Prét>aration d,es produits de réduction du rnucus f,br'illaire. Le mucus fibrillaire,

débarrassé de ses composants solubles dans l'eau, est dialysé à 4" contre de l'eau
distiliée pendant 48 h, puis lyophiiisé. La poudre l1,'ophilisée est remise en suspension
dans un tampon phosphate o.o75 M de pH Z.S à la concentration de ro mg par ml.
La suspension est soumise à une agitation magnétique pendant une nuit. On ajoute
alors de la r-cystéine à la concentration finale de o.o75 M et le mélange est de nou-
veau agité pendant z h à 37'. On peut aussi utiliser comme agent réducteur le mer-
capto-éthanol, à raison de z p,l par mg de poudre lr'ophiiisée.

Après z h de réduction, le rnélange est centrifugé zo min à 3ooo tours/min. Le
faibie cuiot qui apparaît est éliminé. La partie solubilisée est dialysée trois jours
contre de l'eau distillée à 4", puis lyophilisée.

Fractionnement des t>roduits de réduclion. L'adialysable lyophiiisé est mis en
solution dans l'eau distillée à ia concentration de o.6o,/u (pl"). On abaisse le pH de la

* Lactate tlt: (r,g-diantino-::-éthox)'-acridine.
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:rriution i z J aver: HCI r l/. Lc prét:iprté formé est séparé par t:entrifugation et remis
en solutton rl:rns un volunre égal cle tampon phospirate o.or M tle pFI ,3.o. On ajoutr:
lllors goutte l't gouttt:, srius agit;rtion r:ontinue, une soiution lrrlucuse à ro(]i, r1e bro-
rlure rle r:étyltrimétliylammonium ((.etavion), à raison de r ml cle solution pour zo mi
rle prtiparation. Un précipité se forme, que l'on sépare rlu surnagr:ant par centrifuga-
titrn; on kr rerlissout clans le cirlorure r-le sodium z.S M et le st-,1 cl'ammonium rluater-
nairt: t:st é1iminé par 1'atidition rle tr:rre à foulon{. I.a soiution est alors cli;rlysée trois
jours rrontre de l'eau clistiltée i\ 4o, itui.s lvophilisée.

La préparation ainsi obtenue contient les glvcoprotéines acicles encore :;ouillées
rles ert:irles nucléiques précipités par le Cetavlon.

Puri/ication des glycoprotéines acides
Les protluits libérés par réduction douce c1u mucus librillaire peuvent être sou-

rnis cliret;tement à l'électrophorèse préparative en film liquide, mais cette méthocie
est également mise en (Eu.vre comme étape linale <le purification des glycoprotéines
lLcides isolées. L'opération est conduite en appareil Elphor-Vzrp, en utilisant un tam-
pon Tris r;.E M-l- acide citrique o.oo8 M de pH 8.6 pour la chambre d'électrophorèse.
une différence de potentiel de ry5o Y sous t6o mA donne un fractionnement satis-
fzrisant avec une vitesse d'injection de la solution tampon d" 74 m1/h. La température
de ia chambre cl'électrophorèse est maintenue à 5'. La densité optique des fractions
séparées est mesurée à z7B mpr et à" z6o mp. Les oses réducteurs libérés par hydrolyse
srtnt closés par la métixtcle à I'orcinol adaptée à l'autoanall,seur Technicons.

H y dr o Ly s e de s glv cot>r otéitr,e s et fr actionnentent de s gly c op el>ti des

Les gl,ycoprotéines acides isolées sont hvdrolysées par la papaine (+B h à 3Z''
en tampon phosphate o.or l'I de pH rr:), puis par ia pronase (z+h à 37" en présence
ri'acétate de calciurn o.r M à pli 7 3) Les glvcopeptides obtenus sont étudiés par
électrophorèse en agarose, en tampon r.éronal-HCl de pH ,3.2 et rie force ioniclue o.o5.
Les cliagrammes sont colorés par 1e réactrf de Schifr après oxvclation periodique et
par le bieu cle toluidine. LIn fractionnement cie l'hvc1ro1r,.sat est effectué selon la
rléthocle préconisée par Whitehouse et Bostrômû p,tur i'isolement cles mucopoly-
.;ar:charides suifatés. On abaisse le pFI de 1a soiution à la r.aieur ele r.5 par addition
de HL'1 r §. IJn faible précipité apparaît, que l'on separe par centrifugation et qur
corresponcl uux acides nucléir1ues. On ajoute goutte à goutte, sous asitation continue,
une solution de Rivanol à roo{, dans l'eau distiiiée jusqu'à ia i:oncentration finale de
o 3']â cle Rrva.nol. Le mélange est conser...é deux heures à -1', et le précipité contenant
les givcr>oeptides est centrifugé, puis remis en solution dans 1'eau di,stiilée. Le Rivanol
est alors éiiminé par le chlorure c1e sodium à 1a contentrati()rl tinale de 5?1,, et les
givcopeptrdes sont précipités par ouatre r.,olumes cl'éthanol, lavés et repris dans une
solution r1e chlorure de sodium à o.8o;. D'autre part,.les qlvcopeptides soiubles clans
le Rivanol à pH r.5 sont égaiement précipités par 1'éthanol, dans les mêmes condi
tions.

S p ectr o p h o tom,étrie in jr a-r ouge
Les spectres infra-rouge des préparations

lange de bromure c1e potassium (3oo mql et de z
photomèire Perkin-Eimer, modèle :r

r-rbtenues sont effectués sur un mé-
mg rle gir-copeptide ar,.ec un spectro
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tii-tttic rir'r, rr.\r's ii 1,,:ri:; l,,tr ii-t'rirolt'st'

I-.'. it'.t,'ti,rir- îii'' 'rlt,rtÉitluer (5 Ii1§i :i)nt 1r\ (irolr,sécs 1jîLt' z llll (1'ar:irilirjiii.-
j1yil1ir1ut,r -\-r)u: -\'i,t,trcltLr-rt z ii à roo:.

Les itt-ilroivsat: 11v111 lr,'ophiiisés 1)ui5 étudiés rn cirromatc)grapilie sur palrirr
Scirleicher et Schiill zo1o 1r dans ler sr.stènre r-butanol-pvridine-Hcl o.r r\- (i:3.2)
(biir1. 7). Lrs giucrcies lilrir és sorrt rér'élés par 1'oxaiate' d'aniiine.

Ittcorf>oraiirtit ti,'t'üdit':\ui.;i,ti ilatt:; kt rntrqutttsc broncittque lutnmint.
I)e. biopsit'.,-1.'nnli,tueuse brolrcirirlue pré1er.ées au nirreau cte l'éperon cir, ia

i'rron,-:irt: lo};rrirt'in()\-(,nnr..ont i:rr,ées dan- une s()iution cie {,1NrL à o.E g pour ror; mi,
st.,igtteustll'lent r1,.ir'r;irlrrr-,.rr, trt:- rninr:es fragnrent> rlu'.r 1'r;n piace dans let milie:: cie
Ifltti':::'f'' atltilti,rtint li,-- rii-r 2f- r1e sulfarr.marqur 1;iir ie 35S. Les ïragntenr: sont
ti-i;Linienu: €il survie 5{)li- agit;rtion rotative douce à 37" penclant des temp,s t';rriabie:,
dt i2l à 3,t;r, r:rirL. I1., soni ensuiie iar'é: par 1a solution de [.lNa à o.8 g ])oui roo trri
afin ci'éirminer le .suliatr, iibre en excès.

Pour i'étude hi,;tollgir-rue, les fragrnents ti-.suiaires sont fixés par le formol
Baker. Le' coupes itistologiques sont recouvertes cl'une émulsion photograr;irique
pellicuiarre (^{Fi ro Iioclak)" On procède au déveioppement cie l'émulsion après cles
tcmps d'expt-,sition varia'Dle-c de 7 jours à un mois. L'identification des éléments
n'ioryrltoiogiques est efiectuée soit par colorationau Bleu Alcian (pH o.z) et au glyché-
malun de }laver, soit irar coloration au Bleu Alcian associé au réactif de Scirifr après
oxydation penodique.

Afin de préciser i:i nature des produits de sécrétion qui incorporent le raclio-
sulfate, les fragments tissulaires sont soumis à une h)rdrol)rse par 1a papalne, puis 1;ar
ia pronase, dans ies conditions décrites plus haut. On ajoute à l'hydroi),rut tissuiaire
une préparation de glycopeptides de mucus fibriliaire obtenue dans ies mêmes con-
ditions. L'ensemble est fractionné sur colonne de Biclgel P zo et lc.s fractions éluées
analysées par closage des c.ises à I'orcinol,iaradioactivité étant mesurée à I'aicle cl'un
appareil de comptage à scintillation. Les glycopeptides isolés sont soumis à une étucle
électrophorétique en agarose de pH 8.2 avec autoradiographie.

nÉsurrars

Electroltlroràsc freparatiue en f,lm tiqtdde
L'électroirhorèse prélrarative en fiim liquide à haut voltage sépare dans les

produits de réduction ciouce du mucus fibrillaire de 1'expectoration quatre groupes de
composants. Vers la région cathodique du diagramme se localise l'ensemble des pro-
téines du mucus bronchique, essentiellement d'origine glandulaire: la kaliicréine, ia
transferrine broncirique et les 7a-globulines, mais aussi d'origine cellulaire comme le
l.\'sozvnte. A l'extrérnité anodiclue, une fraction bien inclividualisée correslioncl à des
lir:ides nuciéiiiues. La pzrrtir: m()venne du diagramme se clécompose en deux frar:tions
tlistinctes, colrme le nttintre la courbe cie dosage des r.,ses libérés par hydrolvse (liig. r).

La première fraction movenne, riche en oses (zone ombrée <1es ciragranrmes),
précipitc à pll z. j; reprise t:n élect«rplrorèse en agarose, elle se colrire intensémr:nt par
It: bltru de toluicline et plus f:riblement par 1e réactif de Schifl après oxvrl:Lti«.in peri«r-

* ('olrrnrcrciaiisr: p;rr I'llrstititt I,astcur clt' Iraris.
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Fig. r. Fractionnement des produits de réduction douce de mucus fibrillaires d'expectorations
obtenues chez quatre malades. Les 48 échantillons séparés par électrophorèse préparative en fiim
liquide à haut voltage (appareil Elphor-Vap) sont anaiysés par mesure des variations de densité
optique à z6o m;r (courbes en traits pleins) et par dosage des oses à 1'orcinoi (courbes en traits
pointiilés). Le groupe des glycoprotéines de caractère acide est indiqué par la zone ombrée des
diagrammes.

dique (PAS); la partie anodique de cette fraction est moins nettement caractérisée
par la coloration PAS que sa partie cathodique. Toute la première fraction correspond
aux glycoprotéines de caractère acide, encore souillées d'une trace r1e sérumalbumine.

La second.e fraction moyenne du diagramme d,'électrophorèse préparative est
égalernent riche en oses; eile possède une activité très importante de substance de

groupe sanguin et se révèle à la fois par i'Amidoschwarz et par 1a coloration PAS, mais
ne se colore pas par le bieu de toluidine.

L'étude comparative des expectorations des quatre malades a donné les résul-
tats suivants (Fig. r). On reconnait tout d'abord aisément les groupes essentieis carac-
téristiques des composants fibrillaires; dans tous les cas, sauf dans l'observation de

cancer bronchique, le groupe des givcoprotéines de caractère acide représente la frac-
tion majeure; dans le cas du sujet de groupe sanguin B non-sécréteur, cette fraction
possède une importante actir.,ité Lee. On remarque, d'autre part, l'importance varia-
ble de la fraction identifiée aux substances de groupe sanguin de caractère neutre
(substances A et H).

La méthode utilisée permet donc une appréciation exacte de f importance
relative du groupe des gilzcoprotéines neutres et du groupe des gilrcoprotéines de

caractère acide. IJne étude plus approfondie reste bien entendu indispensable si l'on
veut préciser l'intérêt séméiologique de cette méthode, qui apporte des renseignements
nouveaux par rapport aux méthodes d'électrophorèse de zones (en agarose ou sur

ObS.2 PUD,
BRONCHITE
B + Non sécr.

Obs.3 LAFL.
ASTHME
u r Secreteur

Obs. MER.
CANCER
gRONCHIOUE
Az+ Sécréteur
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papier), grâce à une anaivse plus fidèle et plus individuelle des giycoprotéines spécifi-
ques des sécrétions bronchiques.

J
Etude des glycoprotéines ac'ides isolées

Les préparations isolées par fractionnement de l'adialysable du mucus fibril-
laire réduit donnent, après purification en électrophorèse préparative en fiim liquide,
des solutions opalescentes et de viscosité modérée. L'électrophorèse en agarose à
pH B.z caractérise une fraction homogène, de mobitité comparable à celle des B-gio-
bulines du sérum humain. Cette mobilité, bien différente de celle observée en électro-
phorèse eri fiim liquide (ori ces glycoprotéines occupent une position voisine de Ia
sérumalbumine), démontre f influence du gel d'agarose sur le déplacernent. Ces glyco-
protéines sont révéiées par le réactif de Schiff après oxydation periodique; elles se
colorent par ie bieu de toiuidine et donnent, dans ia région anodique de ia zone colo-
::ée, une métachromasie o'intensité variable.

(Jltracentrifugatioru. Deux des préparations de giycoprotéines acides isolées,
No. 3 (asthme) et lio. 4 (cancer bronchique), ont été étudiées par ultracentrifugation
en tampon phosphate de pH 7.r à Ia concentration de 15 mg par ml. Quatre constitu-
ants ont été identifiés dans la préparation No. 3. L'un représente 46oA de l'ensemble
et sédimente à 2oo avec une constante de rr.4. Deux composants, d.e constante de
sédimentation Szo: B.z et g.r, représentent respectivement 23.4 et 27.4"/o de la
préparation. IJn dernier composant mineur (S.z'A) possède une constante de sédimen-
tation légèrement plus faible (Sr, : 6.7). Une hétérogénéité comparable est retrouvée
dans I'anaiyse de la préparation No. 4: le composant majeur (ZZ% de l'ensemble)
possède une constante de sédimentation de 7.o, tandis qrte ryo/o de ia préparation
sédimentent plus rapidement, avec une constante.Sro: rr.6; un composant mineur
(+"/.), de pius faible taille moléculaire, est égaiement caractérisé.

Les préparations de glycoprotéines acides isolées du mucus fibriltaire de- l'ex-
pectoration, bien qu'homogènes en électrophorèse, correspondent donc en réaiité à
un Sroupe de molécules de tailles moléculaires différentes. Tous les procédés de frac-
tionnement (électrophorèse préparative à différents pH, chromatographie de gel-fil-
tration sur Sephadex G-zoo avec recyclage ou en tampon urée) mis en ceuvre pour
tenter de séparer ces différents composants ont abouti à un échec. En particulier,
l'ensemble de la préparation est exclu d'une colonne de Sephadex G-zoo.

Mise en éaidence d'une actiu'ité de substance d.e groupe sanguin Les giycoprotéines
acides isolées du mucus fibrillaire chez les sujets sécréteurs conservent une activité
variable de substance de groupe sanguin. Cette activité, mesurée par une méthode
d'inhibition de l'hémagglutination spécifique, permet de neutraliser avec r§6 pg de
préparation No. r (bronchite chronique) r ml d'immunsérum anti-A de titre t l3z;
72 l.tg de préparation No. 3 (asthme) inhibent la même quantité d'immunsérum anti-H
de même activité. Il faut au contraire r.z5 mg de préparation No. 4 (cancer bron-
chique) pour inhiber r ml de l'immunsérum anti-A, tandis que ia préparation No. z,
obtenue chez un sujet de groupe B, mais non sécréteur, ne possède aucune activité
inhibitrice. Cette préparation No. z, riche en acide sialique, inhibe l'hémaggiutination
virale et possède une activité de substance de groupe Le'.

Action de la neuraminidase. 30 mg de glycoprotéines acides sont purifiés dissous
dans 5 ml de tampon acétate de calcium o.ot M de pH 7.4 et hydroiysés à 37o par
deux additions successives de r mg de pronase. L'hydrolyse est poursuivie pendant

Clin. Chim. Acta, r7 fis67) 4q-477



Pour certaines préparations, une nette différenciation apparaît dans la réparti
tion des affinités tinctoriales, conduisant à un front anodique métachromatique, fai-
blement révélé par 1a réaction P-\S, accolé à une région cathodique colorée en bleu

par le bleu de toluidine et intensément révélée par la réaction P,\S. Cet aspect est

notamment observé sur la préparation No. t, qui conserve cl'autre part la quasi-
totalité de sa coloration par 1e bleu de toluidine après hydrolvse par la neuraminiclase

deVibrio clrolerae (trig. z):les glvcopeptides ne perdent donc pas leur caractère acide

après action de la neuraminidase. D'autres préparations, au contraire, (substance Lee

de la préparation No. z) ne sont pius que très faiblement coiorées par le bieu de tolui-
ciine après traitement par la neuraminidase. Dans les dcux cas, on constate, après

action c1e ia neuraminidase, une nette diminution rIe 1'affinité tinctoriale p<tur le réactif
rie Sciriff a1;rès oxvdation periodique.

cl-ycopRorÉiNtis DE LÀ sÉcnÉrtoN BRONCHIQUE

48 h et l'hydrolysat est lyopltilisé. L'étude électrophorétique en

révèIe une fraction homogène r:ttlorée par le bleu de toluitline, ainsi

de Schiff après oxydation periociique.

Préporqtion 1

Bronchite A+
Fig. -2. Àction de Ia
Ic lrlt'tr tlc toluidinc.
obscrvations r ct z

469

agarose à pH 8.2
quc par le réactif

Avont

Après

Neurominidase

Prépcration 2

sécréteur Bronchite E+ (teü)
neuraminidase sur 1'affinité tinctoriale cies glvcoprotéines acicies isolées pour
Lcs clcux préparations étr-rcliées corresponcient .rLrli givcoprotéitrcs acidc-s r1es

de la lîig. r.

Line proportion, variable scion les sujets, de git,copeptides sensibles à l'action
de la neuraminidase est donc mr-.e en évidence dans les hr-drolr'.sats pronasiclues de

gi.vcoprotéines acides. Ces résuitats confirment les données obtenues dans l'étucle de

la composition glucidique: on constate, en effet, que les préparations sensibies à 1'ac-

tion de la neuraminidase ont un rapport acide siaiiqueifucose généraiement élevé et

toujours supérieur à r (préparation lio. z), tandis qu'un rapport acide siaiique/fucose
faibte (o.S à o.5) correspond à des glvcoprotéines acides peu sensibles à l'action de la

neuraminidase.
Ces résultats soulignent la parenté structurale des glvcoprotéines des sécrétions

bronchiques avec les substances de groupe sanguin. Le caractère acide peut être rat-
taché à l'existence de résidus d'acide sialique, libérés par hvdrolyse acide douce; mais

leur proportion variabie est dans une certaine mesure en contradiction avec la con-

Clin. Chint. -{cta, 17 $gtc7) +63-+77



-+7o H-{\-EZ ct al.

siailct' rir' l':ii'idrtc Con-tiur, il'autre part, 1'hi1t,.:r,,génerté 11r' r:oioratior1 Dul- j'acide
ttlrt-i,rthqut' .- réiii-tii ciL Scjrifi et par 1e: coloraLnr. irasique:, c()rrlire 1e ltler: iir.,t6iuj-
,:iirtt. sllgllcrt' I'tnten',..:tttton d'un autre groupement fonctionnel ac:icie. nous avc)ns
etc tLurenés à rec:irerciierr i'existence. dans 1a copuie rr..rlvsaccharidique, cle groupenrents
sulfate, qui avaier-rt déjà eit..: cara.ctérisés dans une préparation c1e girrcoprotéine:s is6lée
rlu mucus fibrillarre cie I'expectoration par: c1'autre.. méthodes ck: fractionnerrent!.

I soic»tctil tic:. ii.^,'crtr,: lliii::: sul-[ate s

L'hvcirui',-sai obtenu Dar- zlction successir-. ci: ia pzrpaine et cle ia prr-rirrise sur
utle 1rr'.ipiirlirioir til gh'coproietnes acictes isc.,lees ou nucus irroncliiciue a étc frar_:tro1nt1
:rrii)rr i:i tt'lirnitlu. cit' \\'lrjteirouse ct I-iostrônri I e.. gittcttpelttides 75ri.ct i;itr:: itnr it
Ilit,cttLr,,i l'r irfl r.a .-()nt irontogelt- en é1ectrii1_,iioi-e-:, r-.1 irslrr-(.)se a pH E.:. L;lr,:-..:- pai:
i'.'lrltu 11'- i,,itriritlti-, iilrj('iequcl ji. rionnent une fatjrit, réaction métachrsnti..iique- ii:l
rri-'..()il1 ir:is réirélé.- lra; it- réactii cte Schifl après o>,r-riation periodicue. I-c^- ;,i..,'c:i,jtcfttr:-
tit,:; -toitti,i.:, dGi!:, i: fiir.'cttoi.:\ pi] r.i migrent nr,iln: iafridement dans le gei ci ararose;
iis s'-'cL,il:-r'ni iaiiritnr.:nt pai ]'c bleu de toluicijnt niai-c sont intensément rei.é1és par
it ré:ictif de Sr:iiitl ai;rès oxrrciatrot-t periodique. i)eu>r groupes cie glvcopepticies sont
rlonc sepirrés, par irllcrrunnement au Rivanol à pFI r.5. Les gi]rcopeptides soluirles clans
it Itjvanol sont set-isibies à I'action de la neuraminiclase, tandis que ie"r gJr,c.rrepticles
précipit'-1s iiai ie Iiivanol conservent leur afÊnité pou: le bleu cle tgiuidine après ,ction
cie cet ,.rnz\rnle.

\ous a\/ons réalisé sur les gi}rcopeptides "tnsoiubies,, une étucle spectrol)hoto_
métriqui' en infra-r()uge: un pic bien individualisé, situé à tz4ct cm-r, traduit Ia
vibration cle ia liaison S : O; un second élément caractéristique du spectrer est repré-
sentc par ia vibration des liaisons C-O-S, qui donne un pic visilrle à Bzo cm-i. Le
spectre est donc tout à fait comparable à celuj que l'on obtient avec le kératane-sul-
fate8 et correspond à une structure polvsaccharidique sulfatée, ciépourvucr d'acirle
uronique.

Ëtwdc d,e l'ittcorftoratiort de rad,iosulfate d.ans la nutqueusc bronchique hurnaittc
I1 était intéressant de préciser la nature des éléments glandulaires cle l:L mu-

queuse bronchique humaine oir s'effectue la s1:p1|1ise des giycoprotéines suifatées.
L'étude de ces givc:oprotéines par coloration au bleu de toiuicline et au réacti{ cle
Sciriff allres oxvdaticin periodique ne permet pas de définir exactement ia particilra-
tion respective c1e," résidus d'acicle À'-acétl,ineuraminique et cles groupements sulfate
dans l'afÊnité tinctoriale. C'est pourquoi nous avons eu recours à l'étude cle f incorpo-
ration de radiosulfate dans des fragments de biopsie bror-rchique. Grâce aux techniques
histochimiques et autoradiograilhiques, on peut locaiiser très exactement les éléments
cellulaires qui s1rn1]1étisent Jes glycoprotéines sui{atée.s. L'hydrollrse enzymaticlue cles
friigments tissulaires libère ensuite ies glycopepticir-s, qu'un€r clrnrmatographie cle gel-
filtration ct un fractirinnement au Rivanol liermettent d'isoier. L'i6entitri cle ieur
comprirti:nlent élt:i:trophorétique avec celui des glvcopepticles isolés c1e l'hvcirol1,si11
de nlucus l;ronr:iriqut du mên-re suji:t est ciémontrée par autoracliogralthie.

Ltttdc listoktgiquc. L'exarncrn cles coupes colorées par le Bleu Alcian (pH o.2)-
S11'chémalun, sulrerposées à lr:urs autoradiographies (I,'ig. S), traciuit une incorpora-
tion très intense de racliosulfate au niveau de J'épitiréiium d"e sur{ace et clans certains
élémerlrts cli:s giandes mixte s situés clans la muqueuse et la sclus-mu(lueuse. On retrouve
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Itig .;. lJisto-autorariliogral>hic colorclc au glvr:htlrnalun clc
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la muclueusc broncl-riiluc hurnaine llprr\p

pl'rotouraphicluc au nivcnlr rlc L riprtiré-
par sa strucrtirre lrrstratifiet-'. riont les
in1ririeure, on oirser.,'t iics zoncs raciio-
r:roissant 1.1 I .
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égalemcnt, rla"ns r'L'rtailles ('oupes intércssant les formatrons lrartiiaginei,lses cles ltron-
cilrls, Llrle hxation de radiosuifer"te parr le-. ,rhonclrocytes, mai.j, pr)ur r-les ie1np5 tf incuba-
tion cle 2 ou it ir, cette svntliè:e de r:ironclroïtine-sulfate mar(lué i-e''(tr- relatir-etlent
rnorlérée. L'incorporation cle raciiosulfatr' est touj(iurs belucoLll) rnr.,ir-I: inttn:r rLLl

niveau rles i:honclrocvtes qu'iru nir-eau rlcs éiérnent-q ser--rétr:urs.

Si i'on llnal\'se au fail-:lc {rossissement ( ,., zÿ 1es éiéments ûrorpholoeiques
carâctérisés r1a,r-rs la iiig. j alrps5 ô h 3o min cf incubation En présen('e r1e racliosuifate,
on obsen'e une r:rcliolr"ctivité tres rnten.*c lu 1]rveau,,1t- l'épithéiiunl [iL'surface situé
clans la partie sul)érieure du cliché. On retrou\re dans la proioncleur ies tiléments
(raractéristiclues d'une glande tubulo-zicinL'use, avec son car-Iai excri:teur. L-.elui-ci
rlpparait ltortlé cl'une t:ouche cc'ilulaire rl«rnt les novaux, clrlorés 1)ar le glvchémaiun,
expli(iuent 1e hn liseré noir oi;se-rr'é, rlui ne cioit pas rltre t'on{onciu.1\'ec une régiot-r

cl' incorpor:ition ilu racliosuifate.
Un e-ramen pratiqué lrvec un plu,s Iort grossis-ci:nlrnt conllnne i'tbst'nr:t: t1e
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fixation sélective de sulfate dans les cellules bordant le canal excréteur. On observe
au contraire des {ormations arrondies ou des croissants finement granuleux correspon-
dant à des élérnents glandulaires qui incorporent intensément ie sulfate. Pour préciser
la nature des produits élaborés par les différents éléments d'une glande mixte (tubules
muqueux, acini séreux homogènes et bien arrondis, et acini séreux et muqueux possé-
dant un croissant séreux habituellement décrit sous le nom dc croissant c1e Gianuzzi),
nous faisons l'étude comparative c1e la coupe histologique colorée par le réactif de
Schiff après oxr-dation periodique (1iig. ,1 A) et de l'autoradiographie corr"espondante

Fig. +. La comparaison dc Ia coupc histologiquc coiorét' par lc Bicrr ,\lcian-I'ÀS (a A) ct ric son
autoracliographir: (a 13) dimontrc I'intcnsc incorpora"tion rlt' ra<liosulfatt. eru nir,clru rlr:s :r.cini
séreux (z). Ces f orrnaltions sont bcaucoup moins colorécs par lt: riactif tlc Schiil' allrès oxvrlatior.r pcr-
iodique les-acini muqucux (r).

(FiS. + B). Les celiules muqueuses donnent avec la réaction PAS une coloration diffuse,
rouge intense (elles apparaissent en noir dans Ia irig. + A); elles ne se colorent pas par
Ie Bleu Aician à pH o.z et ne fixent que très faiblement le sulfate. Au contraire, la
double coloration Bleu Alcian-PAS fait apparaître dans certains tubules muclucux,
au-dessus du novau cellulaire, des traînées bleu-violacé, qui correspondent parfois
à une région d'incorporation de radiosuifate. I)ans les celluies séreuses, on obscrve
quelques granulations révélées par la réaction PAS et d'autres granulations colorées
en rouge-violacé par le Bleu AlcianfPAS; l'intense radioactivité au niveau de ces
cellules séreuses se traduit par l'abondance des grains dansl'émulsion photographique
(trig. a B).

L'étude histologique et histo-radiographique nous amène à localiser au niveau
des cellules séreuses des glandes mixtes et des celiules caiiciformes de l'épithéliumde
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surface f incorporation du groupement sulfate dans la structure des giycoprotéines
élaborées.

Étude des sulfoglycopeptides marquris par le 36.SOa-- isolés des fragments tissulaires
I-ine partie des fragments de muqueuse bronchique maintenus en survie en

présence de radiosulfate est lavée abondamment avec une soiution de CII'{a à o.B go/o,

dénaturée par chauffage à tooo pendant ro min et soumise à une hydrolyse par la
papaïne, puis par la pronase, dans les conditions mises en æuvre pour la préparation
des glycopeptides du mucus. On ajoute à cet hydrolysat de muqueuse bronchique
un hydrolysat du mucus du même malade et l'ensemble est soumis à une chromato-
graphie de gel-frltration sur colonne de Biogel P zo équilibrée en eau distillée. Les
fractions éluées sont analysées par dosage des oses à l'orcinol, la radioactivité étant
mesurée à l'aide d'un appareil de comptage à scintillation (Fig. 5).

Le premier pic, qui correspond à des substances exclues de la colonne de Bioge1

P zo et qui s'inscrit à ia fois sur la courbe de radioactivité et sur la courbe du dosage
des oses, est formé par des glycopeptides de poids moléculaire égal ou supérieur à
20ooo; cette fraction est recueillie et lyophiiisée. Le second pic, élué beaucoup plus
tardivement, ne s'inscrit que surla courbe de radioactivité: il correspond à des pré-
curseurs métaboliques et au sulfate libre, qui passe avec les sels minéraux. L'étude
d'un mélange d'hydrolysat de mucus bronchique et de radiosulfate libre permet de
démontrer que, dans les conditions expérimentaies utilisées pour les hydrolyses enzy-
matiques, la séparation consécutive du radiosulfate et des glycopeptides par chroma-
tographie sur colonne de Bioge1 P za est totale; aucune interaction n'est observée
entre les glycopeptides et le radiosulfate libre.

La fraction exciue de la colonne de Biogel P zo est étudiée en électrophorèse en

agarose à pH B.z. Les autoradiographies permettent de situer dans le diagramme
obtenu par coloration au bleu de toluidine et au réactif de Schiff après oxydation
periodique les composants marqués isoiés des biopsies bronchiques. Deux fractions
mineures révélées par le bleu de toluidine migrent très rapidement vers l'anode et
sont faiblement radioactives. IJne autre fraction colorée par le bleu de toluidine cor-
respond par sa mobiiité électrophorétique aux glycopeptides suifatés du mucus bron-
chique: c'est eile qui représente le composant majeur révéIé en autoradiographie. On
caractérise enfi.n une dernière fraction, de mobiiité électrophorétique légèrement plus
faible, révélée par le PAS et, plus faiblement, par le bieu de toluidine, et qui est peu
apparente en autoradiographie. Nous avons pu d'autre part vérifier que tous les gly-
copeptides marqués parle 35SOa-- étaient précipités par le Rivanol à pH 1.5 (Fig. 5).

Il y a donc une analogie étroite de taiile molécuiaire, de mobilité électrophoré-
tique et de comportement dans ie fractionnement au Rivanol entre les glycopeptides
marqués isolés de la muqueuse bronchique et les suifogll'copeptides provenant du
mucus bronchique du même maiade.

DISCUSSION

Les études histochimiques et i'analyse des produits de synthèse formés d.ans les
fragments de biopsie bronchique en survie démontrent f incorporation de sulfate
inorganique dans la structure des chainons poiysaccharidiques de certaines glycopro-
téines bronchiques. Ces glycoprotéines sulfatées sont présentes d.ans les structures
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Fig. S. Fractionncment sur coionne dc Biogcl P zo d'un mélange c1'hydrolvsat ric mu<lucusc bron-
chiquc maintenue cn survic en présencc dc radiosulfate et d'un hydrolvvLt riu r.rrucus bronchique
du mêrnc mala<ic. La fraction Ii, cxcluc de la colonnc clc Biogcl est fractionnéc lrar lc ltivanol à
pH r..5.. Lcs gl1'copcptides sulfatés caractérisés cn autorarlioélcctrophorèsc sont totalcmcnt pré-
cipités cians ccs conditions.

fibrillaires de l'expectoration, où elles accompagnent deux autres types de glycopro-
téines d'origine glandulaire: Ies substances de groupe sanguin riches en fucose et une
glycoprotéine dont le caractère acide se rattache essentiellement à la présence de
résidus d'acide sialique en position terminale des chaînons polyosidiques. Si les sub-
stances de gr«rupes sanguins A ou H, riches en {ucose, peuvent être aisémcnt isolées
des produits cle réduction douce du mucus frbrillaire, les sialoglvcoprotéines, les sub-
stances Lea et les sulf«rglycoprotéines sont obtenues sous forme d'un groupe cle com-
Posants de taille moléculaire variable, mais toujours supérieure à eooooo. Le degré de
sulfatation et la richesse en ar:ide sialique conditi«lnnent l'affinité tinctoriale variable
pouf les colrtrants basiques, comnre Ie bleu de toluidine, et pour le réactif cle Sciriff
après oxydation periodique. L'action de la neuraminidase sur ces .glyr:oprotéines
isolées p€rnret de mettre en évidence des variations importantes dans le rlegré c1c
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sulfatation ou de sialidation selon les rnucus pathologiques étudiés et selon le caractère
sécréteur ou non-sécréteur de f individu. S'agit-ii de produits sécrétés à des stades
différents d'un même cycle de sécrétion ou, au contraire, de deux formes ultimes issues
de voies métaboiiques différentes orientées l'une vers la syrrthèse de sialoglycopro-
téines, l'autre de sulfoglycoprotéines ?

La richesse des substances de groupe Le& en acide siaiique a déjà été rapportée
par Caidwell et Pigman0 et par Gottschalkl0. Ce caractère se retrouve dans l'analyse
des sécrétions bronchiques d'un sujet B, non-sécréteur. D'autre part, la synthèse
glanduiaire de glycoprotéines sulfatées ne renfermant pas d'acide uronique a été dé-
crite dans ia glande sous-maxillaire du Chienll et dans la muqueuse intestinale bovinerz.
Dans la muqueuse trachéo-bronchique du Rat, l'incorporation de radio-sulfate;Ëtu-
diée in uiuo par McCarthy et Reidta, se locaiise exclusivement au niveau de Ia trachée
et d.es grosses bronches, mais n'intéresse pas les bronchioles. L'exploration histochirni- '

que, jointe à l'analyse des prod.uits de synthèse tissuiaire, nous permet de démontrer
l'existence dans la muqueuse bronchique humaine d'un processus actif de suifatation
au niveau des celluies séreuses des glandes mixtes et dans les cellules caliciformes de
l'épithélium de surface. Les tubules muqueux et les ceilules muqueuses des acini
séro-muqueux se colorent par le PAS et sont plus ou moins sensibies à l'action de la
neuraminidase: ils semblent donc participer essentiellement à la sécrétion des sialo-
glycoprotéines. Les études réalisées en immunofluorescence permettent en outre de
situer au niveau des cellules calicifoûnes de l'épithélium de surface et des glandes
muqueuses ou des tubules muqueux des glandes mixtes la production des glycopro-
téines possédant une importante activité de substance de groupe sanguinla. C'est au
contraire d.ans les éléments séreux des glandes mixtes et dans la partie basale du cyto-
plasme des glandes muqueuses que se localise la fluorescence spécifrque de Ia trans-
ferrine bronchiquels. Ces résuitats orientent donc plutôt vers une nette spéciaiisation
des systèmes enzymatiques et des mécanismes de biosynthèse spécifique dans les
diverses formations glandulaires de la muqueuse bronchique. La différenciation des
équipements enzymatiques ne préjuge d'ailleurs pas d'une synthèse totalement indé-
pendante des divers types de glycoprotéines bronchiques. Il faut en effet remarquer
que, si les acini séreux se localisent essentiellement sur les parties distales des glandes
mixtes, les tubules muqueux ramifiés, qui sécrétent les substances de groupe sanguin
et les sialoglycoprotéines, constituent une partie du canal excréteur dans leque1 s'en-
gagent les produits élaborés par les acini séreux; de nombreux croissants de Gianuzzi -

sont présents dans la paroi des tubuies muqueux ramifiés. On conçoit donc aisément
que l'activité métabolique pius ou moins importante de chacune de ces formations
influence directement la qualité du produit final déversé dans 1e canal excréteur de
sur{ace, revêtu de son épithélium non-sécréteur.

Les produits glanduiaires s'enrichissent encore des substances issues de l'extra-
vasation capillaire et des immunoglobulines s5mthétisées par ies éléments lympho-
plasmocytaires que l'on trouve en nappe ou en amas dans le chorion et la sous-mu-
queuse bronchique, entre les formations giandulaires. Dans la lumière bronchique,
la sécrétion glandulaire reçoit encore les sulfoglycoprotéines formées au niveau de
l'épithélium de surface, l'ensemble constituant un mucus de consistance visco-
élastique, qui possède dans sa structure tous les éIéments fonctionneis indispensabies
au rôle physiologique qui va lui incomber. Cette sécrétion, qui tapisse en permanence
la muqueuse bronchique, peut exercer, grâce à ses quaiités phvsico-chimiques, à ses
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propriétés rhéologiques et à ses capacités d'hvdratation, les fonctions d'épuration et
d'hydratation permanente de I'air inspiré. Elle maintient en outre un milieu propice
à la vie celiulaire, au déplacement et aux fonctions multiples (phagocytose, synthèse
du iysozyme, etc.) des éléments mobiles placés à ce niveau au contact même du milieu
extérieur.

Nous ne connaissons pas encore dans leur mécanisme intime les phénomènes
de régulation indispensables au maintien d'un équilibre satisfaisant dans ce miiieu
bronchique d'origine et de composition si diverses. Les sulfoglycoprotéines représen-
tent certainement, par }e trajet important qu'eiies doivent accomplir au sein d.es
formations glanduiaires et tubuiaires, un élément fondamental dans ia réguiation d.e
l'équilibre hydro-électroiytique local. Les études de structure des glycopeptides
libérés par hydrolyse enzymatique de ces giycoprotéines permettront sans doute de
préciser leurs rapports avec ies sialogiycoprotéines et ies substances de groupe sanguin.
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nÉsuuÉ

Les giycoprotéines de caractère acide sont isolées par fractionnement des pro-
duits de réduction douce du mucus fibrillaire de l'expectoration. Selon l'état patholo-
gique et ie Sroupe sanguin du sujet (notamment le caractère de sécréteur ou non-
sécréteur), ces glycoprotéines sont plus ou moins sensibles à l'action de la neuramini-
dase. Les études histochimiques et l'analyse des produits de synthèse formés dans
ies fragments de muqueuse bronchique en survie, démontrent l'incorporation de
radio-suifate au niveau des celiules séreuses des glandes mixtes et dans les cellules
caliciformes de l'épithéiium de surface. Les glycoprotéines sulfatées (dépourvues
d'acide uronique) sont caractérisées dans ie groupe des giycoprotéines acides du
mucus fibrillaire de l'expectoration.
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