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RESUME

Les techniques récentes de I'histochimie des mucosubstances ont été appliquées au duodé-
num du Lapin. De notre étude, il ressort que les cellules caliciformes synthétisent des mucines
carboxylées et des mucines fortement sulfatées. Les cellules claires des glandes de Briinner éla-
borent essentiellement des mucines carboxylées riches en acide sialique. Le role de ces mucines
est envisagé.

INTRODUCTION

La connaissance de I'anatomie du duodénum du Lapin est déja ancienne ; sa
configuration a, de tout temps, suscité I'intérét des observateurs (BERDAL, 1906 ;
CARLTON, 1035; MICHELAT, 1967).

En effet, I'organe se caractérise par deux particularités essentielles : d'une
part sa longueur qui peut atteindre 50 cm chez les sujets de grande taille, ce qui
est considérable comparativement aux 25 cm du duodénum humain (MiCHELAT, 1967) ;
d’autre part la présence de trois types d’acini (mucoides, séreux et mixtes) qui
sont I'apanage du Lapin et du Cheval et constituent la couche des glandes de
Briinner (BERDAL, I1906).

Par contre, I'histochimie du tube digestif du Lapin est encore pratiquement
ignorée. C'est pourquoi nous avons cru bon d’entreprendre la mise en évidence des
séerétions muqueuses du duodénum, poursuivant ainsi ’étude du tractus digestif
ébauchée par nos travaux antérieurs sur 'estomac (Mor%, 1970 ; MORE et al., 1971).

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux mucines épithéliales de la
muqueuse de 'organe a savoir :

— celles des cellules caliciformes de I'épithélium superficiel et des glandes de Lie-
berkiihn ;
— celles des cellules claires des glandes de Briinner.
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MATERIEI, D’ETUDE ET TECHNIQUES

Matériel d’étude

Les dix animaux utilisés appartenaient a4 I'dlevage du Laboratoire. Nous n’avons retenu
que des sujets apparemment sains, n'ayant servi & aucune expérience préalable.

Pour chaque animal, nous avons pratiqué dix prélévements réguli¢rement espacés sur toute
la longueur du duodénum.

Technigques

— La fixation a varié suivant la nature des réactions histochimiques ultérieures (formol, formol
neutralisé, mélange de Duboscq-Brasil, fixateur de Kolster, liquide de Carnoy) ainsi que le mode
de déshydratation (acétone, éthanol).

— Les réactions histochimiques :

-— Acide periodique — réactif de Schiff (APS) selon GABE (1968) pour 1'étude des mucines
riches en alpha-glycols {mucines neutres et certaines mucines acides),

— APS amylase pour I'élimination éventuelle du glycogéne,

— Azur A (Gurr C. L. n° 52005, lot 23209) & 1 p. 5 coo pendant 30 mn dans :

e Tampon Mc Ilvaine pH 5,

e Tampon Mc Ilvaine pH 3,

e HCl 0,5 N,
pour le diagnostic différentiel histochimique des mucosubstances (PEARSE, 1968).

— Bleu Alcian 8GX (Gurr C. I. n° 74240, lot 13794) a 1 p. 100 dans :

e HCl 0,5 N, pH 0,3,

e HClo,x N, pH 1,

e CH,COOH a 3 p. 100 pH 3,
pour la différenciation des mucosubstances acides carboxylées et sulfatées (LEV et SPICER, 1964).

— Bleu alcian 8GX (Gurr C.I. n° 74240, lot 13794) dans tampon acéto-acétique o,05 N,
pH 5,8 pendant 30 mn en présence de forces croissantes de MgCl, pour la recherche des concen-
trations électrolytiques critiques (ScotTT et al., 1964 ; STOCKWELL et SCOTT, 1965).

— Les traitements chimiques et enzymatiques :

— méthylation forte (60°C pendant 4 h.) qui supprime la basophilie des mucines carboxylées
et provoque la méthanolyse des sulfomucines, puis saponification qui désestérifie les groupes
carboxylés et leur restitue leur basophilie tandis que les groupes sulfatés ont été définitivement
éliminés (LiLLIE et FISCHER, 1954) ;

— action de la hyaluronidase testiculaire (BDH), 100 Ul par mg dans tampon acéto-acé-
tique pH 5,5 qui €élimine 1’acide hyaluronique, puis coloration par le Bleu alcian (LILLIE, 1965) ;

— digestion par la neuraminidase de Vibrio cholerae (BDH), 500 UI par mg dans tampon
phosphate pH 6 qui hydrolyse I'acide sialique puis coloration au bleu Alcian (LILLIE, 1965).

RESULTATS

Les cellules caliciformes de Uépithélium des villosités et des glandes de Lieberkiihn.

Ces cellules, fortement APS positives, sont donc richement pourvues en mucines
contenant des groupements alpha-glycols. Comme la réaction persiste aprés hydro-
lyse par I'amylase salivaire, il ne s’agit pas de glycogéne.

I affinité des cellules caliciformes pour le bleu Alcian 4 pH 2,6 ainsi que le virage
métachromatique de 1'azur A obtenu a4 pH 5 montrent bien que nous sommes en
présence de mucines acides de deux types :

— d’une part, celles dont l'alcianophilie réapparait aprés saponification et
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qui ont subi une pré-méthylation a4 60°C : ce sont des mucines acides carboxylées
puisque la méthylation préalable a définitivement éliminé les esters sulfatés;

— d’autre part, les mucines Alcian positives & pH 1 (et parfois méme 0,5) et
qui, de plus, sont métachromatiques (métachromasie-f) jusqu'a pH 0,5 pour cer-
taines. Il s’agit donc de mucines sulfatées qui seules présentent un point isoélectrique
assez bas pour étre dissociées et colorées dans ces conditions.

TABLEAU I
Structures intéressées
Méthodes histochimiques Cellules claires
Cellules
e des glandes de
caliciformes «

Briinner

APS + 4+ +++

APS amylase +++ +4++
Métachromasie gg g g g
alazur A pH 0,5 B >

pH 2,6 +++ +++
Bleu Alcian 1 % pH 1 +++ e
pH 0,5 +— —
0,1 M +4++ + -+
0,2 M ++-+ +
0,3 M +++ —
Bleu Alcian 0,1 % 0,6 M + 4 —
pH 5,8 + MgCl, 0,7 M +— —
0,8 M o —
0,9 M — —
1M —_— _

Hyaluronidase Action nulle Action nulle
Blow s 19 | Siadzse | et [Tere ot s
pH 2,6 aprés : P © P
Méthylation

Saponification ++ ++

1° L’intensité des colorations est exprimée par des signes allant de
+ + 4+ (réaction trés forte) & — (réaction nulle).

20 La réaction aux thiazines est exprimée en métachromasie-y (rose-
rouge 3 rose) ou métachromasie-f3 (violette).

De I'alcianophilie observée pour des concentrations en MgCl, allant jusqu’a 0,6 M,
nous pouvons conclure que nous sommes en présence de polyanions sulfatés que
l'on peut rapprocher des sulfates de chondroitine.

Enfin, I'action nulle de la hyaluronidase prouve l'absence d’acide hyaluronique
histochimiquement décelable, tandis que la perte sensible d’affinité pour le bleu



370 J. MORE, M. BAYLE

Alcian, observée aprés hydrolyse par la neuraminidase, plaide en faveur de la pré-
sence d’acide sialique dans les cellules caliciformes.

Les cellules mucoides des glandes de Briinner.

Comme les cellules caliciformes, ces cellules sont positives 8 'APS méme aprés
hydrolyse par l'amylase salivaire. Elles donnent une métachromasie-y 4'azur A 2
PH 5 et sont alcianophiles jusqu’a pH 2,6. Elles contiennent donc des mucines acides.

Mais a la différence des cellules caliciformes, ces éléments perdent pour la plu-
part leur alcianophilie & pH 1. Elles sécrétent donc essentiellement des mucines
carboxylées. Ce fait est d’ailleurs confirmé par ’absence d’affinité pour le bleu Alcian
en présence d’une concentration en MgCl, supérieure 4 0,2 M.

La perte trés sensible de colorabilité par le bleu Alcian, aprés action de la neura-
minidase, prouve qu’elles renferment de 1'acide sialique (polysaccharide carboxylé)
en quantité notable. Par contre, la digestion par la hyaluronidase reste sans effet.

On peut souligner que les entérocytes et les cellules séreuses des glandes de
Briinner se sont toujours montrées négatives aux réactions spécifiques des poly-
saccharides macromoléculaires.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Si les cellules caliciformes présentent, chez le Lapin, des caractéristiques histo-
chimiques identiques 4 celles des autres Mammiféres, il n'en est pas de méme des
cellules claires des glandes de Briinner.

En effet, chez de nombreuses espéces, ces éléments sécrétent des mucines dépour-
vues de radicaux carboxylés ou sulfatés. Or, on a pu montrer (FARBER, 1960 ; VILTER,
1968) que les polysaccharides acides avaient un réle physiologique important, puisque,
suivant le pH du milieu, les groupements anioniques peuvent s’ioniser et se compor-
ter comme des résines échangeuses d’ions. Il est donc frappant de constater la grande
abondance de ces polyanions biologiques chez un animal sécrétant un suc gastrique
de trés faible pH : 1,8 selon BEAUVILLE et RAYNAUD (1963). Il semble donc que le
role de la séerétion duodénale consiste 4 tamponner un chyme excessivement acide
provenant de l’estomac. Ce pouvoir tampon est considérable puisqu'une perfusion
d’acide chlorhydrique respecte lintégrité de 1'épithélium de I'organe. Par contre,
la suppression de la sécrétion des glandes de Briinner, par administration de cinco-
phéne, par exemple, entraine I'apparition d’ulcéres (GRoOSSMAN, 1958).

Enfin, limportance de la biosynthése des polysaccharides acides est un des
facteurs essentiels de la guérison des lésions traumatiques ou irritatives de I'intestin,
comme 'ont montré Lavron ef al. (1958). La encore, il faut reconnaitre I'utilité des
mucines acides chez une espéce particuliérement sujette aux affections intestinales.
Mais, il faut cependant remarquer que les polysaccharides ne sont pas le seul consti-
tuant des mucines gastriques. En effet, ces polyanions sont associés a une partie
protéique. Celle-ci, riche en acides aminés aromatiques et soufrés (BaviE, 197I),
leur confére des propriétés physiques et chimiques supplémentaires qui sont encore
loin d’étre bien comprises et correctement interprétées.

Regu pour publication en avril 1972.
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SUMMARY

HISTOCHEMICAL STUDY OF DUODENAI MUCOSUBSTANCES OF THE RABBIT

Recent histochemical methods for mucosubstances (Scorr ef al., 1964 ; LEv and SPICER, 1964 ;
LiLLIE, 1965 ; STOCKWELL and ScoTT, 1965 ; PEARSE, 1968) have been applied to goblet
cells of the duodenal epithelium and to light cells of Brimnner’s glands.

From our study it is evident that caliciform cells synthetize carboxylated mucins and some
heavily sulphated mucins resembling chondroitin sulphate. On the other hand, the light cells
of Briinner’s glands essentially elaborate the carboxylated mucins rich in sialic acid but lacking
hyaluronic acid (table 1).

The role of these mucins is considered in relation to their ability to buffer against the parti-
cularly acid chyme of the stomach ; but also considering the special role played by acid poly-
saccharides in the wound-healing processes (LAYTON et al., 1958) in a species where digestive
disorder are particularly frequent.

PE3IOME
I'ucroxumMuyeckoe ucciefoBanie IYOHEHATbHBIX MYNUHOB KPOJHKA.

Hosgeiimmme Metogsl rucroxumun cauauctbix Bemects (SCOTT u cor.,
1964; LEV u SPICER, 1964; LILLIE, 1965; STOCKWELL u SCOTT, 1965;
PEARSE, 1968) npuMenssiuch K 4amKoo6pasHbiM Kiaetrkam (goblet cells) anure-
qauit 1 mykougusim kiaerkam (light cells) 6pronepuunix sxemes.

M3 Hamero uccieoBaHHs BHITEKAET, YTO YAIIKOOGpPA3HblEe KIETKH CHH-
TETU3HUPYIOT KapOGOKCHJIbHBIE MYUHMHBI U Ooratele cyabdaTaMyl MYLMHBI, KO-
TOPEle IPUOTIGKAIOTCA K XOHIPOUTHMHHBIM cyabdaram. HaoGopor, cBeranie
KIeTKA OpIOHeDHHBIX :Kelle3 BHILEJSIOT HCKIIOUHUTEIbHO KApGOKCUIbHEBIE
MyOuHB Gorarble CHAJWYHBIMH KHCJIOTaMH, HO Tile OTCYTCTBYET THAIYPOHH-
yecrkaa kuciora (Tab6amua 1).

Poab »TUX MYUMH paccMarpuBajlach HA IIaHe UX TAMIIOHHONH CHocol-
HOCTH TIO OTHOIIGHHIO K OCO0EHHO KUCJHOr0 XHMYcCa, IPOUCXOTANIEr0 U3 e-
JyaKa; HO TaKKe II0 OTHOHIEHMI0O K 0COGOH DPOJM, KOTOPYIO WUrpAKT IIOJIH-
caxapupnHble KHACJIOTH B Ipoliecce Boiteunpanus noBpexmenunii (LAYTON u
cor., 1958) y ofHOro poja 3XUBOTHHIX, B KOTOPOM 0CO0EHHO YacTO BCTPEYaAlOTCH
3ab0JIeBaHNM TIHIEBADATENHHOT0 TPAKTA.
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