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INTRODUCTION




Les immunoglobulines monoclonales produites par les myélomes humains
et expérimentaux, puis plus récemment les anticorps monoclonaux ‘produits
par les hybrides entre cellules myélomateuses et lymphocytes (ou hybri-
domes) ont trés largement contribué au développement des recherches orien-
tées sur la structure et l'activité biologique des immunoglobulines. L'étude
des immunoglobulines dans le modéle expérimental du Rat a en particulier
bénéficié de la découverte des immunocytomes du Rat LOU et du dévelop-
pement de ce systeme par BAZIN et al. (1972, 1973). L'analyse des immuno-
globulines monoclonales produites par ces immunocytomes a permis une déter-
mination précise des classes et sous-classes d'immunoglobulines chez le Rat,
en particulier l'identification de quatre sous-classes d'IgG : IgGl, IgG2a,
IgG2b, IgG2c (BAZIN, BECKERS et QUERINJEAN, 1974 a) ; Il'identification
de classes présentes dans le sérum normal a un taux tres faible : IgD
(BAZIN et al., 1978 a, b) et IgE (BAZIN et al., 1974 b ; BAZIN et
BECKERS, 1976). Les immunocytomes du Rat LOU, transplantables, produi-
sent de grandes quantités d'immunoglobulines, ce qui rend possible d'une
part l'étude de leur structure, d'autre part l'analyse des relations entre
structure et activité biologique. Le développement de la technologie des
hybridomes de Rat (GALFRE et al., 1979 ; BAZIN, 1982) et, de ce fait, la
possibilité d'utilisation des anticorps monoclonaux de Rat, a renforcé l'intérét
pour les études de la physiologie des immunoglobulines dans ce modéle expé-
rimental.

Parmi les différents isotypes des immunoglobulines, les sous-classes
d'IgG ont depuis longtemps intéressé les chercheurs pour les raisons sui-
vantes : elles représentent au sein de la classe IgG des populations molécu-
laires ayant le méme schéma général de structure mais elles difféerent par
l'expression de certaines activités biologiques comme la fixation du complé-
ment, l'affinité pour les cellules lympholdes, la vitesse de -catabolisme,
I'interaction avec certains constituants des parois bactériennes comme la
protéine A de S. aureus, etc... Les sous-classes d'IgG constituent de ce fait
un modeéle de choix pour une étude des relations entre structure et activité

biologique. De plus, des travaux récents ont montré que, suivant la nature



de l'antigéne et la nécessité ou non d'une coopération entre lymphocytes B et
T, la réponse anticorps de chaque sous-classe est différemment sollicitée.
Enfin, on a attribué aux sous-classes d'IgG des rdles biologiques différents,
soit effecteur, soit bloquant de I'immunité, dans les réactions immunitaires
dirigées contre les cellules tumorales.

Une bonne connaissance des propriétés immunochimiques des sous-
classes d'IgG ainsi que celle d'une de leurs activités biolog'iqués, I'affinité
pour la protéine A de S. aureus, peuvent étre trés utiles pour des études
physiologiques dans un modéle expérimental comme celui du Rat. I1 y a & cela
plusieurs raisons : ‘

- Certaines propriétés immunochimiques, comme la sensibilité & la protéolyse
enzymatique, permettent d'identifier la sous-classe d'IgG a laquelle appartient
un anticorps monoclonal ; elles peuvent donc constituer une alternative a
l'identification réalisée a l'aide d'immun-sérums monospécifiques, dont la
préparation est souvent difficile.

. - Les conditions optimales pour la préparation de divers fragments issys de

la protéolyse enzymatique peuvent étre définies pour chaque sous-classe
d'IgG. La préparation de ces fragments est utile, par exemple, pour connai-
tre dans quelle partie de la molécule est localisée une propriété biologique de
la sous-classe, ou encore pour supprimer une activité biologique qui peut
étre génante lorsqu'est utilisé un anticorps monoclonal (par exemple, la
fixation de sa partie Fc sur les cellules lymphoides).

- La mise en évidence de différences d'affinité des sous-classes d'IgG pour
la protéine A de S. aureus peut étre mise & profit pour leur isolement &
partir d'un mélange hétérogéne d'anticorps.

Ces différentes raisons nous ont incité a entreprendre une étude des
propriétés immunochimiques des sous-classes d'IgG de Rat et de leur affinité
pour la protéine A de S. aureus. Durant cette étude, nous avons été amenés
a4 isoler et caractériser de facon plus compléete un fragment "inhabituel”
correspondant au domaine variable des chaines lourdes (domaine VH). Nous
avons également étudié le roéle de modifications conformationnelles induites



par les agents dénaturants, sur l'affinité des sous-classes d'IgG pour la
protéine A. Avant de présenter les résultats de ces travaux, nous rappe-
lons, dans une premiére partie, quelques données générales concernant
I'immunochimie et l'activité biologique des sous-classes d'IgG dans différents
modeéles expérimentaux.



PREMIERE PARTIE

LES SOUS-CLASSES D'IMMUNOGLOBULINE G

DONNEES GENERALES



L'existence de sous-classes d'IgG a pu étre démontrée chez 1'Homme et
dans un trés grand nombre d'espéces de mammiféres. Ces sous-classes ont
été distinguées & l'origine par leurs caractéres antigéniques. Des études
ultérieures ont montré qu'elles différaient également par leurs propriétés
immunochimiques, notamment leur sensibilité & la protéolyse enzymatique et
leur structure primaire. Les différences de sensibilité a la protéolyse
enzymatique ont pu étre utilisées pour réaliser un typage des sous-classes
d'IgG. Enfin, les sous-classes d'IgG présentent des différences d'activité
biologique. Parmi celles-ci, les différences d'affinité pour la protéine A,
constituant des parois bactériennes de S. aureus, se sont révélées étre un
outil intéressant pour la purification sélective de certaines sous-classes
d'IgG. Ce sont ces différents aspects qui seront abordés dans cette premiére
partie. Le chapitre I rappelera la nomenclature des sous-classes chez 1'Homme
et dans différentes espéces animales. Le chapitre II traitera des données
immunochimiques. Dans ce chapitre, l'action des enzymes protéolytiques sera
étudiée de facon détaillée. Le chapitre III analysera les différences d'affinité
pour la protéine A qui exiétent entre les sous-classes d'lgG de différentes
espéces animales et montrera comment ces différences ont pu étre reliées aux
différences de structure primaire.



CHAPITRE 1

NOMENCLATURE DES SOUS-CLASSES D'IgG DANS DIFFERENTES ESPECES
ANIMALES

La nomenclature des sous-classes d'IgG dans les différentes espéces ou
cette hétérogénéité de la classe IgG a été recherchée, est résumée dans le
tableau 1. Plusieurs remarques importantes sont a faire sur cette’
classification :

- Cette classification est essentiellement fondée sur la mise en évidence de
différences antigéniques chez des IgG d'une méme espéce animale. Ultérieure-
ment des différences immunochimiques et des différences d'activité biologique
ont été également démontrées.

- La différenciation de 1'IgG en sous-classes semble étre une caractéristique
apparue chez les mammiféres. En effet, des sous-classes d'IgG n'ont pu étre
démontrées chez les Oiseaux et les Reptiles.

- Les espéces ou la classification a pu étre la plus compléte sont celles ou
des protéines monoclonales ont été étudiées, c'est-a-dire essentiellement
I'Homme, la Souris et le Rat. Par exemple, 1'IgG3 chez la Souris (GREY et
al.,' 1971) et I'IgG2c chez le Rat (BAZIN et al., 1974) ont été ‘découvertes
grace & l'analyse d'immunoglobulines monoclonales, n'étant présentes chez
I'animal normal qu'a un taux faible ou trés faible.

- I1 n'existe pas en regle générale d'homologie entre les sous-classes pro-
venant de différentes espéces, bien que dans certains cas, elles puissent
avoir le méme nom. Par exemple, 1'IgG2a de Souris et 1'IgG2a de Rat sont
trés différentes sur le plan physico-chimique et sur le plan biologique. Une
exception : 1'IgG3 de Souris et 1'IgG2c de Rat possédent beaucoup de simili-
tudes antigéniques, physico-chimiques et biologiques.



TABLEAU 1.

NOMENCLATURE DES SOUS-CLASSES D'IgG DANS DIFFERENTES
ESPECES ANIMALES

HOMME IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 Grey et Kunkel, 1964
Terry et Fahey, 1964

SOURIS IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3 Fahey et al., 1964 a,b
Potter et af., 1965
Grey et al., 1971

RAT IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG2c Nussensweig et Binaghi,
1965 :
Binaghi et Sarando de
Merlo, 1966
Jones, 1969
Hermann et Friedrich, 1970
Bazin, Beckers et
Querinjean, 1974

LAPIN IgG (IgG2), IgGl ' Zvaifler et Becker, 1966
Rodkey et Freeman, 1969

COBAYE IgGl, IgG2 Benacerraf et af., 1963
- Coe, 1968
CHIEN IgGl, IgG2a, IgG2b, IgGc Johnson et Vaughan, 1967

Johnson et af., 1967

BOEUF IgGl, IgG2 Aalund, 1968
Milstein et Feinstein,
1968
Kickhéfen et al., 1968

CHEVRE IgGl, IgG2 Gray et al., 1969
MOUTON : IgGl, IgG2 Gray et al., 1969
CHEVAL IgG2a, IgG2b, IgG2c, IgG(T) Rockey ¢t al., 1964

Montgomery et af., 1966



- Les différences entre sous-classes au sein de différentes espéces ne sont
pas les mémes. Par exemple, chez I'Homme les quatres sous-classes d'lgG
présentent beaucoup de similitudes antigéniques et structurales, alors que
chez la Souris les sous-classes, en particulier IgGl et IgG2a, ont des struc-
tures beaucoup plus "éloignées". Chez le Cheval, 1'IgG(T) ne présente pas
de réaction croisée avec les autres sous-classes d'IgG.

- Le Lapin représente un cas tout & fait particulier quant & la division de la
classe IgG en sous-classes. En effet, si l'on ne considére que les caractéres
antigéniques, il n'existe qu'une seule sous-classe d'IgG (avec peut étre une
sous~classe mineure : IgGl ; ZVAIFLER et BECKER, 1966 ; RODKEY et
FREEMAN, 1969). Cependant, deux populations d'IgG différentes par leurs
caractéres physico-chimiques et structuraux (voir chapitre II) ont été
distinguées.
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CHAPITRE 11

LES SOUS-CLASSES D'IgG : DIFFERENCES IMMUNOCHIMIQUES

Dans toutes les espéces animales ou les sous-classes d'IgG ont été mises
en évidence, des différences immunochimiques, & la fois dans le comportement
des ponts disulfure inter-chaines des IgG sous l'action d'agents réducteurs
et dans la sensibilité de 1'IgG a la protéolyse enzymatique, ont été démon-
trées. Les études structurales réalisées dans plusieurs modéles ont également
montré des différences de séquence peptidique caractérisant les sous-classes
d'IgG. Enfin, quelques études conformationnelles ont suggéré l'existence de
différences de conformation en solution des sous-classes d'IgG. Avant d'ex-
poser ces différents aspects qui permettent de distinguer les sous-classes
d'IgG, nous rappelerons les points qui leur sont communs, c'est-a-dire
quelques notions générales sur la structure et la conformation de l'immuno-
globuline G.

A - LA STRUCTURE DE L'IMMUNOGLOBULINE G : DONNEES GENERALES

1. MODELE DE STRUCTURE DE L'IgG

Les IgG ont un poids moléculaire de 150 000 et une constante de
‘sédimentation de 7 S. Elles contiennent en moyenne 2,9 % de glucides. Elles
sont formées par l'association covalente de deux chaines légéres (L) et de
deux chaines lourdes (H), soit un schéma général HZLZ‘

- Les chaines légéres, de poids moléculaire 23 000, peuvent étre de deux
types : K et A . La proportion de chaines K varie selon l'espéce :
66 % chez 1'Homme, 95 % chez la Souris et le Rat, 80 % chez le Lapin.

- Les chaines lourdes Y de I'IgG sont de poids moléculaire environ
50 000.

Il existe un seul pont disulfure entre chaine lourde et chaine légere et

plusieurs ponts disulfure entre chaines lourdes (figure 1).
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Figure 1.- Représentation schématique de la structure de 1'IgG.
L'IgG est formfe de deux chaines légéres contenant chacune deux
domaines : un domaine variable V. et un domaine constant CL’ et de

L

deux chaines lourdes comportant chacune un domaine variable VH et trois

domaines constants : CHl, CH2 et CH3. La région charniére, qui contient

les ponts disulfures interchaines lourdes, est située entre les domaines

CH1 et CHZ'
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2. L'ORGANISATION DE L'IMMUNOGLOBULINE G EN DOMAINES

Chaque chaine de I'immunoglobuline G présente des zones d'homologie
structurale, d'environ 110 acides aminés, dénommées domaines :

- La chaine légére comporte deux domaines : un domaine variable VL et un

" domaine constant CL. ' ‘ .

- La chaine lourde comporte un dorhaine variable VH et 3 domaines constants
CHl1 ou CY1, CH2 ou CY 2, CH3 ou CY 3. Il existe également entre les
domaines CY 1 et CY 2 une séquence peptidique plus courte, riche en
résidus de proline, dénommée région charniére, qui est la plus sensible &
la protéolyse enzymatique (figure 1).

Les domaines se présentent sous forme de globules compacts de struc-
ture secondaire et tertiaire similaires (POLJAK et al., 1973 ; DEISENHOFER
et al., 1976 ; HUBER et al., 1976 ; COLMAN et al., 1976 ; SILVERTON,
NAVIA et DAVIES, 1977). On sait maintenant que chaque domaine ainsi que
la région charniere sont codés par un géne distinct (exon) séparé des autres
génes par une séquence non codante (intron) (EARLY et al., 1979 ;
SAKANO et al., 1979 ; TUCKER et al., 1979 ; CALAME et al., 1980 ;
GOUGH et al., 1980 ; MIYATA et al., 1980 ; YAMAWAKI-KATAOKA, MIYATA
et HONJO, 1981 ; OLLO et al., 1981). Chaque domaine aurait une autonomie
propre et aurait pu évoluer de facon relativement indépendante des autres.
Enfin, il posséderait une fonction effectrice particuliéere : fixation de l'an-

.tigéne pour les domaines VH et VL, fixation du complément pour le domaine

CY 2 des IgG, cytophilie pour le domaine C Y3 etc...

3. PROTEOLYSE ENZYMATIQUE DE L'IgG

Les IgG peuvent étre clivées par de nombreux enzymes protéolytiques.
Le clivage enzymatique s'effectue principalement & l'endroit de la région
charniere. Nous rappelerons ici la terminologie et la structure des principaux

fragments issus de la protéolyse enzymatique.



La papaine clive 1'lgG dans la région charniére en deux fragments
majeurs : Fab et Fc ; un fragment mineur Fc' est également produit (figure
2) :

- Le fragment Fab est capable de se lier & l'antigéne ; il est formé par
I'association covalente d'une chaine légére et d'un fragment de chaine
lourde, dénommé Fd (correspondant au domaine VH et CH1 ou CY 1).

- Le fragment Fc est incapable de se lier a l'antigéne, mais est porteur
d'autres fonctions biologiques, par exemple la fixation du complément, la
cytophilie, etc... Le fragment Fc peut comporter les domaines CY 2, CY3
et la région charniére ; il est dénommé dans ce cas Fc covalent (ou encore
Fch dans le cas de 1'IgG3 humaine). Il peut ne pas comporter la région
charniére et dans ce cas il est appelé Fe non covalent.

- Le fragment Fc' est obtenu.par hydrolyse prolongée de 1'IgG par la
papaine. Il correspond & la presque totalité du domaine CY 3.

La pepsine libére deux fragments principaux : F(ab')2 et pFe' (figure
2). Le fragment F(ab')2 est formé par l'association covalente de deux chaines
légéres et de deux fragments de la chaine lourde, dénommés Fd', correspon-
dant aux domaines VH, CY1l et & la région charniére. Le fragment pFc'
correspond au domaine CY3. La pepsine transforme le domaine CY 2 de 1'IgG
en plusieurs petits peptides. Un fragment mineur, dénommé F(ab'), similaire
dans sa structure au fragment Fab, peut étre obtenu par hydrolyse pep-

sique.

La trypsine clive 1'IgG en fragments Fab(t) et Fc(t), analogues dans
leur structure aux Fab et Fc obtenus par hydrolyse par la papaine.

Des fragments de structure similaire au fragment F(ab')2 peuvent étre
obtenus & quantité faible par hydrolyse par la papaine ou par la trypsine.
Ces fragments sont dénommés F(ab)z.
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Pepsine Pepsine

it ————- F (ab')z__'—-—-.

' <— pFC'—ip

234 333

I Papaine Papaine

Papaine

Figure 2.- Structure schématique de 1'IgG humaine représentant

les points de clivage par la papaine et la pepsine et les fragments

principaux obtenus : Fab, Fc, Fc' (papaine) ; F(ab')z, pFc' (pepsine).

Les chiffres indiqués sur la figure correspondent aux positions des

résidus d'acides aminés clivés dans 1'IgGl humaine.
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4., STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DE L'IgG

Les études physiques de 1'IgG, en particulier les analyses par diffrac-
tion des rayons X de fragments Fab, Fab', Fc ou de molécules entiéres, ont
permis de dégager un certain nombre de caractéristiques de la structure
tridimensionnelle de 1'lIgG :

- La molécule a une conformation en Y ou en T, les deux Fab formant entre
eux un angle minimum de 80 & 95°. En l'absence de l'antigéne, les Fab
effectuent en permanence des rotations de 30° autour de la région
charniére. Ces mouvements sont trés diminués lors de la fixation de
I'antigéne. ‘

- Chaque domaine présente une structure tridimensionnelle similaire, qui se
caractérise par la présence de deux feuillets plissés § constitués par des
chaines peptidiques anti-paralléles et qui représentent 50 & 60 % des acides
aminés du domaine. '

- Les axes des domaines de chacune des chaines lourdes et légéres forment
entre eux des angles qui peuvent varier d'une IgG & une autre, surtout
les angles entre VL et CL, ainsi que ceux entre VH et CH1 (ou CY1).

- Les domaines VH et VL, CH1 (ou C Y1) et CL, et les deux CH3 (ou CY3)
forment des diméres étroitement associés. A l'inverse, les domaines CH2
(ou CY 2) n'ont aucun contact direct entre eux. Ce sont les copules
glucidiques présentes dans ces domaines qui forment l'interface entre les
deux C Y2.

B - LES PONTS DISULFURE INTER-CHAINES DES SOUS-CLASSES D'IgG :
DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA REDUCTION ET A LA
REOXYDATION

Dans le modéle multicaténaire de la molécule d'IgG, les ponts disulfure
qui maintiennent la liaison covalente entre chaines lourdes (ponts inter-H)
ainsi que ceux qui lient les chaines lourdes et les chaines légéres (ponts
inter-HL), sont beaucoup plus sensibles a la réduction que les ponts
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disulfure intra-chaines situés & l'intérieur de chaque domaine. La réduction
de ces ponts inter-chaines lourdes et inter-chaines lourdes-chaines légeéres,
ainsi que leur réoxydation ultérieure, peuvent différer dans leurs étapes
selon la nature de la sous-classe d'IgG. Dans certains cas, les étapes de la
réoxydation "in vitro" ont pu étre corrélées avec les étapes d'assemblage des
chaines lourdes et légéres synthétisées "in vivo" dans le plasmocyte (ZOLLA
et al., 1970 ; BEVAN et al., 1972). Ce sont essentiellement les sous-classes
d'IgG humaines et murines qui ont été étudiées.

1. IgG HUMAINES

VIRELLA et PARKHOUSE (1973) ont montré que lors de la réduction
progressive des ponts disulfure inter-chaines, les ponts entre chaines lour-
des et légéres (ponts inter-HL) et les ponts entre chaines lourdes (ponts
inter-H) des IgGl, IgG2 et IgG3 étaient réduits au hasard, les intermédiaires
de réduction étant HZL’ H2
produit intermédiaire de réduction est la sous-unité HL, ce qui montre que

et HL. A l'inverse, dans la sous-classe IgG4 le

dans cette sous-classe, les ponts inter-H sont plus sensibles & la réduction
que les ponts inter-HL (figure 3A). Les travaux de SEARS et al. (1977) ont
confirmé que dans le cas de 1'IgGl humaine, les ponts disulfure inter-chaines
étaient réduits sans intermédiaire préférentiel.

PETERSEN et DORRINGTON (1974) ont montré que dans le cas de
1'lgGl, la réoxydation des ponts disulfure, aprés réduction, se fait par les

intermédiaires HL et H L, ce qui suggére la cinétique d'assemblage :

Het L e pp HL2_.__.._———>H2L -—-—->H2L2, soit les étapes 1, 4
et 7 de la figure 3B, les étapes 2,5 et 7 représentant une voie mineure de
réoxydation. Dans le cas de 1'IgG4, la réoxydation se fait de facon trés
différente, l'intermédiaire prédominant étant la sous-unité HL. La réoxydation

des ponts inter-chaines lourdes (HL — H L2) s'effectue trés lentement. Les

ponts disulfure de 1'IgG4 s'assemblent do?lc en suivant les étapes 1, 3 et 6
de la figure 3B. Ainsi, les ponts inter-chaines lourdes de 1'IgG4 humaine
apparaissent trés sensibles a la réduction, et s'assemblent trés lentement "in
vitro". Cette caractéristique de 1'IgG4 explique tres vraisemblablement 1'ob-
servation de TURNER, BENNICH et NATVIG (1970 b) selon laquelle les

préparations d'IgG4 contiennent une faible proportion de molécules d'IgG
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2

Figure 3.- Schéma des &tapes de la ré&duction et de la réoxydation des IgG humaines.

A. Etapes de la réduction. Les ponts interchaines des IgGl, IgG2 et IgG3 sont réduits au hasard

- par les &tapes initiales 1, 2 ou 3. A 1'inverse, la réduction des IgG4 suit exclusivement la
voie 2.

B. Etapes de la réoxydatlon. La réoxydation des IgGl se fait par les &tapes 1, 4 et 7 (voie

majeure) et par les &étapes 2, 5 et 7 (v01e mineure). La réoxydation des IgG4 se fait
exclusivement par les &tapes 1, 3 et 6

-

~

ILLE
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dans lesquelles les ponts disulfure inter-chaines lourdes ne sont pas formés.
Les raisons de cette différence entre IgG4 et les autres sous-classes d'IgG
ne sont pas connues. En particulier, la structure de la région charniere de
I'IgG4 ne présente pas des différences significatives avec celles des autres
sous-classes qui pourraient expliquer ce phénomene.

2. IgG DE SOURIS

WILLIAMSON et ASKONAS (1968) ont étudié les produits intermédiaires
de réduction de 1'lgG2a murine. Ils ont montré que le dimére H2 et les
chaines légéres sont les produits majeurs de réduction. Ceci indique que les
ponts disulfure inter-HL de 1'lgG2a murine sont plus labiles & la réduction
que les ponts inter-H. La comparaison avec d'autres sous-classes d'IgG n'a

cependant pas été réalisée chez la Souris.

Les travaux les plus importants réalisés dans le modele murin ont été
ceux consacrés aux assemblages in vivo des chaines lourdes et légeres
synthétisées par les plasmocytes. BAUMAL, POTTER et SCHARFF (1971) ont
montré une différence trés nette entre la sous-classe IgG2b et les sous-~
classes IgGl et IgG2a ; les IgGl et les IgG2a s'assemblent via des inter-
médiaires majeurs H2 et HZL’ la sous-unité HL étant un intermédiaire
mineur ; & l'inverse, les IgG2b s'assemblent via un seul intermédiaire de
type HL.

C - DIFFERENCES‘ DE SENSIBILITE DES SOUS-CLASSES D'IgG A LA
PROTEOLYSE ENZYMATIQUE

C'est la caractéristique immunochimique qui a été la plus étudiée pour
distinguer les sous-classes d'IgG car elle constitue une aiternative & l'iden-
tification des sous-classes par leurs caractéres antigéniques (STANWORTH et
TURNER, 1978). En effet, cette identification est souvent rendue difficile car
il est malaisé d'obtenir des antisérums parfaitement spécifiques d'une sous-
classe. L'étude de la protéolyse enzymatique des sous-classes d'IgG constitue
également une étape indispensable pour la préparation dans des conditions
optiméles de différents fragments : Fab, F(ab')z, Fe, etc...
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De trés nombreux travaux ont été réalisés sur les sous-classes d'IgG de
différentes espéces animales. Les enzymes les plus utilisés ont été la papaine
et la pepsine. '

1. IgG HUMAINES

1.1, Action de la papaine

Les études initiales de TAKATSUKI et OSSERMAN (1964) et celles de
POULIK et SHUSTER (1964) avaient montré que parmi les IgG humaines, une
partie n'était pas sensible a4 l'action de la papaine, quand cet enzyme était
ajouté en milieu d'incubation en l'absence de cystéine. Des études ultérieures
(JEFFERIS et al., 1968 ; GERGELY, FUDENBERG et VAN LOGHEM, 1970)
devaient montrer que cette différence était liée a la nature de la sous-
classe : les IgG2 et IgG4 sont résistantes & l'action de la papaine alors que
les IgGl et surtout les IgG3 sont sensibles & l'action de l'enzyme. L'IgG2
demeure relativement résistante & l'action de la papaine en présence de
cystéine (concentration finale 0,01 M) alors que 1'IgG4 y devient sensible (et
1'IgG3 trés sensible). GERGELY, FUDENBERG et VAN LOGHEM (1970) ont
également montré qu'il existe une hétérogénéité au sein de la sous-classe
IgGl, certaines IgGl monoclonales étant plus résistantes que d'autres. L'uti-
lisation de ces différences de sensibilité 4 la protéolyse par la papaine a
rendu possible l'isolement de fragments Fc d'lgGl et d'IgG3 & partir d'un
pool d'IgG de sérum normal et de localiser les marqueurs allotypiques asso-
ciés a4 chacune de ces sous-classes (MICHAELSEN et NATVIG, 1971
VIRELLA et PARKHOUSE, 1971). Un certain nombre de fragments distincts
des Fab et Fec, différents suivant la nature de la sous-classe, ont été identi-
fiés lors de la digestion courte (45 minutes) par la papaine en l'absence de
cystéine (MICHAELSEN et NATVIG, 1973). Un fragment Fab/c, c'est-a-dire
un fragment comportant un Fab relié au Fc en raison de l'absence de cou-
pure d'une chaine gamma, est libéré de 1'IgGl. Des fragments de type
F(ab)2 ont été identifiés dans le cas des sous-classes IgG2 et IgG4. Un
fragment Fch, c'est-a-dire un fragment contenant le Fc et la trés longue
région charniére est libéré de 1'lIgG3. La figure 4 résume les différents types
de fragments mineurs obtenus par action de la papaine en des temps courts
d'hydrolyse.



- 20 -

Fcb/q
(1gGyq)

‘ F(Ob)z

Fch
(1gG3 )
Figure 4.~ Représentation schématique des fragments obtenus

en temps courts de digestion (45 min) par 1la papaine sur les

sous-classes d'IgG humaines (d'apré@s Michaelsen et Natvig, 1973).



1.2. Action de la pepsine

L'action de la pepsine a été étudide .de fagon trés compléte par
TURNER, BENNICH et NATVIG (1970 a,b). Les sous-classes d'IgG difféerent
dans leur sensibilité & la pepsine : 1'IgGl est la plus résistante a l'action de
I'enzyme, 1'IgG2 moyennement résistante alors que l'IgG3 et I1'IgG4 sont
beaucoup plus sensibles. Les produits majeurs de la digestion sont F(ab')z et
pFe' pour les quatre sous-classes. Cependant, des fragments mineurs de
type F(ab') sont produits pour les sous-classes IgG2, IgG3 et IgG4. Ces
fragments correspondent pour 1'IgG2 et 1'IgG3 & une digestion du fragment
F(ab')2. Dans le cas de 1'IgG4, ils correspondent & la digestion de la frac-
tion des IgG4 dans laquelle les ponts disulfure inter-chaines lourdes ne sont
pas formés (caractéristique liée & la lenteur d'oxydation des ponts inter-
chaines lourdes ; voir paragraphe B).

1.3. Autres enzymes

1.3.1 TrEsine

L'action de la trypsine a été étudiée par MEDGYESI et al. (1971).
L'IgG2 est résistante & l'action de cet enzyme alors que les autres sous-
classes sont clivées en fragments Fab(t) et Fc(t) analogues & ceux produits
lors de l'hydrolyse par la papaine.

1.3.2. Plasmine

La plasmine a une action sur les IgG humaines analogues & celle de la
papaine et de la trypsine. Elle est responsable de leur fragmentation lors de
la conservation (SKVARIL, 1960 ; CONNELL et PAINTER, 1966). VIRELLA et
YEH (1977) ont comparé la sensibilité & la plasmine d'immunoglobulines mono-
clonales appartenant aux quatre sous-classes d'IgG humaines. Les résultats
sont assez similaires 4 ceux obtenus par action de la papaine en présence de
cystéine : trés grande sensibilité de 1'IgG3, résistance de 1'lIgG2, sensibilité
intermédiaire des IgGl et IgG4.
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1.3.3. Armillaria mellea protéase

L'action de cet enzyme qui coupe la liaison peptidique impliquant le
groupement o -aminé des résidus de lysine a été étudiée par HUNNEYBALL
et STANWORTH (1975). Les produits majeurs obtenus sont de type Fab et
Fe. Trois sous-classes : IgGl, IgG3 et IgG4 sont trés sensibles & l'action de
I'enzyme alors que 1'IgG2 y est résistante.

1.3.4. Elastase lysosomiéle des polynucléaires -

- Cet enzyme est présent dans les granules des polynucléaires neutro-
philes (KRUZE, MENNINGER, FEHR et BONI", 1976). SOLOMON, GRAMSE et
HAVEMANN (1978) ont montré que 1'IgGl et 1'IgG3 sont beaucoup plus sen-
sibles & l'action de cet enzyme que les IgG2 et IgG4. Des résultats légére-
ment différents ont été obtenus par FOLDS, PRINCE et SPITZNAGEL (1978)
par incubation en présence de cystéine ; dans ces conditions, toutes les IgG
sont sensibles a l'action de l'enzyme, 1'IgG3 étant la plus rapidement hydro-
lysée. BAICI et al. (1980) ont analysé les fragments obtenus aprés protéo-
lyse par l'élastase leucocytaire et montré que les fragments ohtenus sont trés
similaires 4 ceux obtenus par action de la papaine en temps courts de diges-
tion (MICHAELSEN et NATVIG, 1973). Le réle biologique possible de cet
enzyme dans la dégradation des complexes immuns a été évoqué (FOLDS et
al., 1978).

Les différences de sensibilité a la protéolyse enzymatique ainsi que les
fragments obtenus par action de différents enzymes sont résumés dans le

tableau 2.

2. IgG DE SOURIS

Les IgG murines présentent tout comme les IgG humaineé une hétéro-
généité de sensibilité & la protéolyse enzymatique, hétérogénéité liée a la
nature de la sous-classe. Une étude de POTTER (1967), comparant diffé-
rentes IgG monoclonales, montre que, parmi les sous-classes d'lgG, l'IgGil
semble la plus résistante & l'action de la papaine en présence de cystéine.
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TABLEAU 2.- DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEQOLYSE

ENZYMATIQUE DES S0US-CLASSES D'IgG HUMAINES.

FRAGMENTS OBTENUS

- SENSIBILITE
. Digestion en 1'absence de cystéine IgG3 > IgGl > IgG2, IgG4
. Digestion en présence de cystéine IgG3 > 1IgGl, IgG4 > IgG2
- FRAGMENTS OBTENUS
. Digestion en 1'absence de cystéine IgGl : IgG + Fab + Fc
IgG2 : 1IgG
IgG3 : Fch + TFab
IgG4 : IgG (+ Fab + Fco)
. Digestion en présence de cystéine
= Fragments majeurs Fab + Fe
= Fragments mineurs IgGl : Fab/c
(obtenus en temps court de IgG2 : F(ab)s
digestion) IgG3 : Fch
1gG4 F(ab)2
PEPSINE
- SENSIBILITE IgG3, IgGs > IgG2 > IgGl
- FRAGMENTS OBTENUS
= Fragments majeurs F(ab'), + pFe'
= Fragments mineurs I1gG2, IgG3, IgGs : F(ab')
TRYPSINE
- SENSIBILITE IgG3 > 1gGl, IgGs > 1IgG2
- FRAGMENTS OBTENUS Fab(t) et Fe(t)
PLASMINE

Identique a8 la trypsine

A-MELLEA PROTEASE

- SENSIBILITE IgGl, IgG2, IgG3 > IgG2
- FRAGMENTS OBTENUS Fab et Fec
T 0 EAI

- SENSIBILITE IgG3 > 1gGl > IgG2, IgG4

- FRAGMENTS OBTENUS 1gGl Fab + Fc + Fab/c

' IgG2 Fab + Fc + ]E(ab)2
IgG3 Fab + Fc + Fch
IgGh Fab + Fc + F(a‘b)2

(mineur)
(mineur)
(mineur)
(mineur)
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L'étude la plus compléte a été réalisée par GORINI, MEDGYESI et
DORIA (1969). La sous-classe IgGl est la plus résistante & la protéolyse par
la papaine (en l'absence de cystéine) et a I'hydrolyse par la trypsine. La
papaine libére de 1'IgGl un fragment de type F(ab)2 de poids moléculaire
115 000 daltons alors que les IgG2a et IgG2b sont hydrolysées en Fab et Fec.
La trypsine (en l'absence de cystéine) clive les IgGl et IgG2a en fragments
de haut poids moléculaire (120 000 daltons), probablement de type F(ab)2
alors que les IgG2b sont beaucoup plus sensibles et hydrolysées en frag-
ments Fab(t) et Fe(t). L'addition de cystéine augmente le degré de protéo-
lyse des IgG2a alors qu'elle est sans effet sur les IgGl. L'IgG2b est
extrémement sensible & l'action de la pepsine. Le fragment produit par
hydrolyse pepsique de 1'IgG2b est de type F(ab') alors qu'il est de type
F(ab')2 pour les IgGl et IgG2b. DISSANAYAKE et HAY (1975) ont étudié la
sensibilité & la pepsine des Fec d'IgGl, IgG2a, IgG2b. Le Fc d'IgG2a est
totalement résistant a l'action de la pepsine alors que les Fc d'IgGl et IgG2b
sont transformés en un fragment de type pFc'. Les principaux résultats
obtenus sur les IgG de Souris sont résumés dans le tableau 3.

3. IgG D'AUTRES ESPECES ANIMALES

3.1. IgG DE COBAYE

L'action de la papaine et de la pepsine sur les deux sous-classes d'IgG
du Cobaye, IgGl et IgG2, a été étudiée par LESLIE, MELAMED et COHEN
(1971). La digestion par la papaine (en présence de cystéine 10 mM) libére
un Fab et trois fragments Fc : Fc covalent, Fc non covalent et Fe', de
I'IgG2 de Cobaye, alors qu'un fragment de type Fc' et un fragment Fab sont
libérés par digestion de 1'IgGl (figure 5). L'IgGl est plus sensible & 1'action
de la papaine que 1'IgG2. Cette sensibilité ne s'interpréete pas de la méme
facon que pour les IgG humaines ou de Souris, puisqu'il semble qu'elle
corresponde plutét & une fragilité de domaine CY 2 vis-a-vis de la protéolyse
qu'd une plus grande sensibilité de la région charniere. Cette sensibilité du
domaine C Y2 est retrouvée lors de la digestion par la pepsine puisque la
transformation de 1'lgG2 en F(ab')2 et pFec' est trés lente (environ 8 heures)
alors que celle de 1'IgGl est beauccup plus rapide (1 heure).



TABLEAU 3.- DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLYSE

ENZYMATIQUE DES SOUS-CLASSES D'IgG DE SOURIS.

PRINCIPAUX FRAGMENTS OBTENUS

E .[' ‘

- SENSIBILITE

. Digestion en 1l'absence de cystéine

- FRAGMENTS OBTENUS

. Digestion en 1'absence de cystéine

. Digestion en présence de cystéine

780\

]

1_!57;
PEPSINE
- SENSIBILITE

- FRAGMENTS OBTENUS

[RYPSINE

- SENSIBILITE

- FRAGMENTS OBTENUS

IgG2b > IgG2a > IgGl

IgGl : F(ab),p
IgG2a, IgG2b : Fab et Fe

Fab et Fc

IgG2b >> IgG2a, IgGl

IgGl, IgG2a : F(ab')2
IgG2b : F(ab')

IgG2b > IgG2a, IgGl

IgGl, IgG2a : F(ab)2
IgG2b : Fab(t) et Fc(t)
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Figure 5.~ Représentation schématique des Fc des IgGl et IgG2 de Cobaye
indiquant les fragments obtenus par digestion par la papaine et par la
pepsine (d'aprés Leslie, Melamed et Cohen, 1971). La papaine libé&re de
1'IgG2 un Fc covalent (58 000 daltons), un Fc non covalent (29 000 daltons)
et deux fragments Fc' (enviroﬁ 8 000 daltons) qui différent par leur extré-
mité C?terminale. La digestion de 1'IgGl par la papaine produit un frag-
ment Fe covalent (58 000 daltons) et un Fe' (11 000 daltons). La digestion

pepsique aboutit & la formation d'un fragment pFc' (13 000 daltons) pour

les deux sous-classes.



3.2. IgG BOVINES

Deux sous-classes majeures d'IgG existent dans l'espéce bovine : IgGl
et IgG2. L'IgGl est la sous-classe majeure retrouvée dans le colostrum. Cette
prédominance résulte d'un transport sélectif de cette sous-classe du sérum
vers le colostrum. BUTLER et KENNEDY (1978) ont analysé la sensibilité a la
papaine et 4 la pepsine de ces deux sous-classes. Des différences mineures
ont été observées lors du traitement par la papaine en présence de cystéine,
1'lgGl apparaissant légérement plus résistante & l'action enzymatique que
I'IgG2. A l'inverse, 1'IgGl apparait beaucoup plus sensible & l'action de la
pepsine que 1'IgG2. De plus, le fragment pFc' de l'IgG2 est de taille plus
importante que celui libéré de 1'IgGl, ce qui indique que les sites de clivage
par la pepsine difféerent selon la sous-classe.

3.3. IgG DE CHEVRE

Les deux sous-classes d'IgG de Chévre : IgGl et IgG2 présentent une
différence de sensibilité a l'action de la papaine (en l'absence de cystéine).
L'hydrolyse de 1'IgGl est beaucoup plus rapide que celle de 1'IgG2. Cette
sensibilité a été observée aussi bien pour 1I'IgGl sérique que pour celle
présente dans le colostrum (MICUSAN et BORDUAS, 1975).

3.4. IgG DE LAPIN

Chez le Lapin, il n'existe pas de sous-classes d'lgG qui puissent étre
distinguées par leurs caractéres antigéniques. Cependant, deux formes
d'IgG, l'une résistante & l'action de la papaine, l'autre sensible, ont été
mises en évidence (GOODMAN, 1965 ; FANGER et SMYTH, 1972 a,b ;
STANWORTH et TURNER, 1978). Ces deux populations présentent par ail-
leurs des différences biologiques : vitesse de catabolisme, transfert placen- -
taire. FANGER et SMYTH (1972 a,b) ont montré que la résistance & la protéo-
lyse est conférée par la présence d'une copule glucidique dans la région
charniére de 1'lgG. Cette copule glucidique semble également responsable des
différences d'activité biologique. |
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4. CONCLUSIONS

Ce long inventaire de l'action des enzymes protéolytiques sur les
sous-classes d'IgG de diverses espéces animales montre que, dans tous les
cas, une sous-classe se révéle particulitrement résistante a l'action des
enzymes protéolytiques agissant essentiellement sur la région charniére tels
que la papaine. Cette caractéristique permet,. par exefnple', I'identification de
la sous-classe IgG2 humaine ou de la sous-classe IgGl murine. Il existe
également des différences de sensibilité & la protéolyse enzymatique qui
~correspondent & une hydrolyse plus ou moins grande du domaine CY 2. C'est
ce que l'on observe pour l'action de la pepsine ou pour l'hydrolyse prolongée

par la papaine.

Les mécanismes de la résistance plus ou moins importante & l'action de
divers enzymes protéolytiques ne sont pas clairement expliqués. Dans le cas
des IgG de Lapin, la résistance d'une sous-population d'IgG a l'hydrolyse
par la papaine semble conférée par la présence d'un glycanne dans la région. -
charniére. Cette particularité structurale n'a pas été retrouvée pour les IgG
d'autres espéces animales. L'augmentation de la sensibilité & 1'hydrolyse par
la papaine liée & l'addition d'un agent réducteur tel que la cystéine, suggeére
que la réduction (partielle ou totale) des ponts disulfure inter-chaines de la
région charniére a pour conséquence une augmentation de la flexibilité de
cette région et donc de son accessibilité a l'action de l'enzyme.

11 est donc probable que la flexibilité et l'accessibilité de la région
charniére soient les facteurs limitant la protéolyse enzymatique par la papaine
et les autres enzymes actifs sur cette région. Il n'existe pas de relation
évidente entre le nombre de ponts disulfure de cette région et sa sensibilité
4 la protéolyse enzymatique : chez la Souris, par exemple, IgGl et IgG2a
possédent le méme nombre de ponts disulfure inter-chaines (3) mais 1'une
(IgG2a) est sensible & l'action de la papaine alors que l'autre (IgGl) y est
trés résistante. On peut cependant remarquer que les sous-classes les plus
sensibles & l'action de la papaine (ainsi qu'ad celle de la trypsine) sont celles
dont les régions charniéres sont les plus longues : IgG3 (66 acides aminés)
chez 1'Homme, IgG2b (25 acides aminés) chez la Souris. A l'inverse, les
sous-classes les plus résistantes sont celles qui possédent la plus courte
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région charniére : IgG2 et IgG4 humaines (16 acides aminés), IgGl murine
(16 acides aminéds) (voir paragraphe D). La seule exception est représentée
par les IgGl et IgG2 de Cobaye ; en effet, 1'IgGl, dont la région charniére
est la plus courte, est plus sensible & l'action de la papaine que l'IgG2. Il
faut cependant noter que, dans ce cas, la protéolyse par la papaine de
I'IgG1 convertit 1'IgG en Fab et en Fc', avec transformation du domaine CY 2
en peptides. De ce fait, la sensibilité de 1'IgGl de Cobaye & la papaine
traduit plutdt une sensibilité & la protéolyse du domaine C Y2 qu'une sensi-
bilité de la région charniere.

D - DIFFERENCES STRUCTURALES ENTRE SOUS-CLASSES D'IgG

1. SEQUENCE EN ACIDES AMINES

La structure primaire d'immunoglobulines monoclonales appartenant a
différentes sous-classes d'IgG a été déterminée chez 1'Homme et dans diffé-
rentes espéces animales. Ces études avaient pour but principal d'essayer
d'établir des relations entre les différences de structure des sous-classes et
leurs différences d'activité biologique. Un autre objectif était de déterminer
les analogies structurales entre sous-classes d'IgG de différentes espéces
animales.

Les études les plus complétes ont été réalisées sur les sous-classes
d'IgG humaines, murines et de Cobaye. Dahs ces 3 modeles, les séquences
des domaines constants (figures 6, 8 et 10) et des régions charniéres
(figures 7, 9 et 11) ont été déterminées. Les comparaisons structurales
permettent de dégager 3 points essentiels :

1° - Les différences observées au sein de ces différentes especes ne sont
pas les mémes : chez 1'Homme, les homologies entre domaines constants sont
trés importantes (plus de 90 % pour chaque domaine CY1l, CY2 et CY 3) ;
chez la Souris les différences entre sous-classes, en particulier IgGl et
IgG2a sont beaucoup plus grandes que chez 1'Homme puisque l'homologie
entre domaines constants est de 60 & 80 % seulement. Ces données impliquent
que la diversification en sous-classes n'a pas la méme signification dans
différentes espéces animales. Les données acquises chez 1'Homme suggérent
que la divergence de sous-classes est un phénoméne apparu récemment au
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Figure 7.- Séquence des régions charniéres des sous-classes IgGl, IgG2,
1gG3 et 1gGh humaines.

Les nombres en-dessous des séquences des régions charnidres d'IgGl et d'IgG2
se référent aux séquences complétes de la chaine lourde y,; EU (Edelman e¢<X
af., 1969) et de la chafne lourde ys TIL (Wang, Tung et Fudenberg, 1980).
L'homologie de la s&quence, répétée trois fois de fagon identique dans la
région charniére de 1'IgG3, avec celle de la ré€gion charniére de 1'IgGl

est indiquée. De méme sonf encadrées les séqﬁences identiques des régions
charniéres des IgGl, IgG2 et IgG4. Les sites de clivage par la papaine (PAP)
identifiés (Press et-Hogg, 1970 ; Michaelsen, Frangione et Franklin, 1977 ;

Wang, Tung et Fudenberg, 1980) sont &galement indiqués.
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cours de I'évolution, alors que chez la Souris, il apparait que la divergence
des sous-classes est un phénoméne relativement ancien de 1'évolution.

2° - Chez la Souris, comme chez le Cobaye, il existe des homologies
différentes selon les domaines C Y. C'est ainsi qu'il y a 80 % d'homologie
entre les domaines C Y1 des IgGl et IgG2b de Souris, mais seulement 55 $
entre leurs domaines C Y3. La détermination compléte des séquences nucléoti-
diques des génes Y1, Y2a et Y2b chez la Souris (MIYATA et al., 1980 ;
YAMAWAKI-KATAOKA, MIYATA et HONJO, 1981 ; OLLO et al., 1981) a
permis de proposer une explication intéressante & ce phénomeéne. En effet,
~les séquences nucléotidiques codant pour le domaine C Y1 et pour une partie
de l'intron suivant (intron I1), présentent une grande homologie dans le cas
de I'IgGl et de 1'IgG2b. Ceci suggere qu'un "échange" de domaines s'est
effectué par un mécanisme de crossing-over non homologue, le point de
crossing-over étant localisé au milieu de l'intron Il. Un crossing-over non
homologue se serait également produit au cours de 1'évolution entre les génes
Y2a et Y2b (voir figure 12). Ce crossing-over aurait également permis
I'introduction du -domaine C Y1 de 1'IgG2a dans le géne codant pour 1'IgG2b
(ou l'inverse). '

3° - La région charniére est la zone ou les différences de séquences entre
sous-classes sont les plus importantes quelle que soit l'espéce étudiée. C'est
ainsi que les sous-classes d'IgG humaines, dont les domaines constants C Y1,
CY 2 et C Y3 présentent des homologies de l'ordre de 90 % (voir la figure
6), ont des homologies de l'ordre de 50 % pour leurs régions charniéres. On
notera en particulier dans la figure 7, la structure de la région charniére de
I'IgG3 humaine comportant 66 acides aminés alors que les autres. régions
charniéres ne comportent que 16 ou 19 acides aminés. L'originalité de 1la
structure de la région charniere suggere que le géne codant cette séquence
a évolué beaucoup plus rapidement que les autres genes CY, et que par
conséquent la pression de. sélection qui s'est exercée & ce niveau est beau-
coup plus importante que pour les autres domaines. Une donnée intéressante
concernant le géne codant pour la région charniére a été apportée par
TUCKER et al. (1979). Ces auteurs ont montré que le géne codant pour les
domaines constants de la chaine Y 2b était composé de 4 exons codant succes-
sivement pour le domaine C Y1, la région charniére, les domaines C Y2 et
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CY 3 ; ces exons sont séparés par trois introns (I1, I2, I3). Il est apparu
que la séquence nucléotidique de l'ensemble (intron I1 + exon codant pour la
région charniére) présentait une homologie relativement importante avec celles
codant pour les domaines C Y1, CY2 et C Y3. Ceci suggere que cet ensemble
correspond & un domaine ancestral, homologue du domaine Cu2 des IgM, et
que l'expression du géne codant pour la région charniére résulterait en fait
d'une modification des sites de "splicing" dans le géne ancestral (figure 13).
Cette possibilité d'utilisation d'une partie d'un géne codant pour un domaine
pour produire un exon codant pour‘ la région charniére est probablement une
des raisons qui expliquent les divergences importantes qui peuvent exister
entre les régions charniéres de différentes sous-classes.

2. STRUCTURE DES GLYCANNES

Toutes les IgG contiennent une copule glucidique par chaine? , localisée
dans le domaine C Y2 (voir la revue de BEALE et FEINSTEIN, 1976). Le
glycanne est lié 4 l'axe peptidique par une liaison de type N-glycosidique, le
résidu de N-acétylglucosamine étant lié a l'asparagine en position 297 de la
chaine Y1 de l'immunoglobuline EU ou & une position tout & fait homologue
dans d'autres chaines (HILL et al., 1966 ; TRACEY et CEBRA, 1974 ;
FOUGEREAU et al., 1976 ; WANG, TUNG et FUDENBERG, 1980). Les struc-
tures actuellement déterminées (KORNFELD et al., 1971 ; BAENZIGER et
KORNFELD, 1974-; ITO, MURAMATSU et KOBATA, 1975 ; TAI et al., 1975 ;
CHERON et al., 1976 ; RAO, GARVER et MENDICINO, 1976 ; MIZOUCHI et
al., 1982) pdur différentes IgG normales ou myélomateuses montrent qu'il
s'agit d'une structure de type N-acétyl-lactosaminique plus ou moins com-
plete : comportant 0,1 ou 2 acides sialiques, O, 1 ou 2 galactoses. Dans
certains cas, la structure se limite au "core" : Man ¢l — 6 (Man a¢1—-3)
(GLcNAc f1-—4 Man B 1—~4 GLcNAcB 1l — 4 ( *+ Fuc ol1——-6) GLcNAc.
MIZOUCHI et al. (1982) ont montré que les IgG myélomateuses contiennent
ces différentes structures en proportions trés variables d'une immunoglobu-
line 4 une autre. A l'inverse, la proportion des différentes structures ob-
servée dans le cas d'IgG normales est relativement constante d'un échantillon
4 un autre. Jusqu'a présent, il n'a pas été démontré de différences dans la
structure de ce glycanne en relation avec la sous-classe d'IgG.
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Figure 13.- Schéma illustrant 1'hypoth&se de Tucker el af. (1979)
selon laquelle une partie de l'intron I] et le géne codant la

région charnidre (H) seraient issus d'un géne CH2 ancestral. L'exon
codant pour la région charnigre résulterait de l'apparition dans le

géne CH2 d'un site supplémentaire de "splicing".
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11 existe cependant chez le Lapin une sous-population d'IgG caractérisée
par l'attachement de type o-glycosidique d'un résidu de N-acétylgalactosamine
a4 une thréonine dans la région charniére (FANGER et SMYTH, 1972 a,b).
Cet attachement est asymétrique, le résidu de N-acétylgalactosamine n'étant
présent que sur une seule des deux chaines. La présencé de ce résidu de
galactosamine explique la résistance & la papaine de cette sous-population
d'IgG ainsi que des différences d'activité biologique telles que la vitesse de .
catabolisme. La présence d'une telle structure n'a pas été observée dans
d'autres espéces animales.

E - DIFFERENCES CONFORMATIONNELLES ENTRE SOUS-CLASSES D'IgG

Alors que de trés nombreux travaux ont été consacrés a l'étude de la
conformation des immunoglobulines G en solution, en particulier 1'étude des
flexibilités relatives des parties Fab et Fc, des modifications observées lors
de la fixation de l'antigéne ou d'autres ligands, peu d'informations ont été
obtenues sur l'existence de différences conformationnelles entre sous-classes
qui pourraient expliquer certaines différences d'activité biologique. JOHNSON
et al. (1974) ont analysé les spectres dichroiques de différentes IgG mono-
clonales appartenant & l'une des quatre sous-classes d'IgG humaines. Leurs
résultats montrent que 1'IgG3 se distingue trés nettement des autres sous-
classes par l'existence d'une bande négative située & 240 nm (caractéristique
des cystéines, BEWLEY, 1977). Ceci est trés probablement lié 4 la structure
de la région charniére de 1'IgG3, région trés étendue (66 acides aminés) et
comporfant 15 ponts disulfure. D'autres études (JOHNSON, MICHAELSEN et
SCOPES, 1975) ont montré que cette région charniére de lI'IgG3 a une struc-
ture trés ordonnée, contenant un grand pourcentage de structure en feuillet
plissép . SJOBERG et al. (1980) ont montré que la forme globale de la molé-
cule d'IgG3 est trés différente de la structure classique en Y (ou en "téte
de Mickey") déduite des études de diffraction de rayons X de 1'IgGl
humaine KOL (HUBER et al., 1976 ; COLMAN et al., 1976). En effet, la
molécule d'IgG3 a la forme d'un cylindre elliptique. Cette conformation treés
"étirée" est probablement liée & l'existence de la région charniére de 66
acides aminés. Elle explique vraisemblablement la sensibilité de I'IgG3 a la
protéolyse enzymatique. La relation entre cette conformation et l'expression
de certaines activités biologiques (fixation du complément, liaison aux lym-
phocytes et macrophages) n'a pas été étudiée.
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Une analyse trés intéressante a été réalisée par le groupe de CEBRA,
sur les deux sous-classes d'lgG de Cobaye : IgGl et IgG2 (CEBRA et al.,
1974 ; CORDLE, 1976 ; CEBRA et al., 1977). Ces auteurs, constatant qu'il
était difficile de corréler les différences de structure entre domaines cons-
tants des IgGl et IgG2 avec leurs différences d'activité biologique, ont émis
I'hnypothése que ces deux sous-classes possédaient les mémes sites d'expres-
sion d'une activité biologique (par exemple la fixation du complément ou la
liaison aux mastocytes) mais que la conformation globale de la molécule inter-
venait pour permettre ou non l'expression de l'activité biologique. L'approche
méthodologique utilisée a été la suivante. Ayant préparé des IgGl et IgG2 &
activité anti-dansyl, ces auteurs ont mesuré la décroissance de la lumiére
fluorescente polarisée de complexes IgG-dansyllysine excités par un flash de
lumiére polarisée. Les résultats ont montré que la décroissance se produit
selon une courbe complexe pour les deux sous-classes, alors qu'il s'agit
d'une courbe simple pour le fragment Fab. Le caractére complexe de la
courbe provient de ce que la rotation de la partie Fab autour de la région
charniére s'ajbute au mouvement global de la molécule en solution. Or cette
contribution liée au mouvement de rotation de la partie Fab est beaucoup
plus importante pour l'lgG2 que pour 1'IgGl. Ceci suggére que la flexibilité
de la région charniére de 1'IgG2 est beaucoup plus grande que celle de
I'IgGl. Ces différences conformationnelles sont probablement liées selon
CEBRA et al. (1977) & la structure de la région charniére, qui est nettement
plus courte dans l'IgGl que dans 1'IgG2 (voir la figure 11, page 36). Les
mémes auteurs ont analysé la formation de complexes entre IgGl et IgG2
anti-dansyl et un hapténe divalent, le didansyldiaminooctane. Les IgG2 for-
ment essentiellement un dimére, les deux sites anticorps de chaque molécule
d'IgG étant liés a l'antigéne. Dans le cas des IgGl, les complexes sont des
polyméres de plus grande taille ol tous les sites anticorps ne sont pas
occupés. Ces résultats indiquent également que la mobilité des parties Fab de
I'IgGl est beaucoup plus restreinte que dans le cas de 1'IgG2.
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CHAPITRE III

L'AFFINITE DES SOUS-CLASSES D'Ig‘G POUR LA PROTEINE A DE S. AUREUS :
UN EXEMPLE DES RELATIONS ENTRE LEURS DIFFERENCES STRUCTURALES
ET LEURS DIFFERENCES D'ACTIVITE BIOLOGIQUE

Les activités biologiqueé des immunoglobulines peuvent étre schémati-
quement divisées en deux catégories (figure 14) :

1° La liaison & l'antigéne, dénommée fonction primaire de l'immunoglobuline,

et qui est une propriété de la partie Fab.

2° Les autres activités biologiques qui peuvent étre ou non une conséquence
de la réaction antigéne-—anticorps : catabolisme, fixation du complément,
transfert transmembranaire, liaison aux leucocytes et plaquettes, affinité
pour les constituants des parois bactériennes. Ces activités, dénommées
fonctions secondaires de l'immunoglobuline dépendent pour leur expression de

la structure de la partie constante de la chaine lourde et plus particu-
lierement de la structure du Fe.

C'est par l'expression de ces fonctions "secondaires" que se distinguent
les sous-classes d'IgG. Pour chacune de ces fonctions, de trés nombreux
travaux ont cherché & définir les bases structurales de la fonction biologique
et & expliquer les relations entre les différences d'activité biologique des
sous-classes d'IgG et leurs différences structurales. Parmi ces fonctions
biologiques secondaires, l'affinité pour la protéine A, constituant des parois
bactériennes de S. aureus, s'est révélée trés intéressante pour la purifi-
cation des immunoglobulines de la classe IgG et dans certains cas, pour la
séparation des différentes sous-classes d'IgG. C'est également la propriété
biologique dont les bases structurales ont été les mieux définies, essentiel-
lement pour les sous-classes d'lgG humaines.
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Figure 14.~- Représentation schématique de la molécule d'IgG, des principaux
fragments obtenus par proté&olyse enzymatique (Fab, F(ab')z, Fc), et localisa-
tion dans cette structure des fonctions primaire (fixation de 1'antigéne) et
secondaires (fixation du complément, cytophilie, régulation du catabolisme,
etc...) (d'aprés Spiegelberg, 1974). CHO : site de fixation du glycanne de
1'IgG.
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A - LA PROTEINE A DE S. AUREUS

La protéine A est un constituant protéique présent sur la paroi des
staphylocoques appartenant aux diverses souches de Staphylococcus aureus.
Identifiée de fagon précise par GROV, MYKLESTAD et OEDING (1964) et
OEDING, GROV et MYKLESTAD (1964), elle a été purifiée et sa structure
primaire a été déterminée (SJODAHL, 1977 a,b). Son interaction avec le Fc
des IgG a été mise en évidence pour la premiére fois par FORSGREN et

SJOQUIST (1966). La figure 15 montre comment se présente de facon
schématique la structure de la protéine A. Quatre zones d'homologies (A, B,
C et D) sont capables de se lier chacune a une molécule d'lgG ; une autre
zone (zone X) constitue l'ancrage de la protéine A dans la paroi bactérienne.
La liaison de la protéine A aux immunoglobulines G a été présumée comme un
facteur de pathogénicité de S. aureus, par le fait qu'elle empécherait les
anticorps anti-bactériens d'exercer leur action sur leurs cibles (MUDD,
1971). Son affinité pour les IgG et éventuellement pour d'autres classes
d'immunoglobulines, ainsi que ses différences d'affinité pour les sous-classes
d'IgG, ont fait de la protéine A de S. aureus un réactif immunologique dont
les applications analytiques se sont développées de facon considérable.

B - DIFFERENCES D'AFFINITE DES SOUS-CLASSES D'lgG POUR LA
PROTEINE A DE S. AUREUS

La capacité des molécules d'IgG de lier la protéine A de S. aureus a été
étudiée par différentes méthodes : interaction avec des suspensions bacté-
riennes inactivées (ANKERST et al., 1974), diffusion en gel d'agar ou d'aga-
rose en une dimension (dans un gel contenant de la protéine A, KRONVALL
et WILLIAMS, 1969), ou en double dimension (KRONVALL et al., 1970 ¢ ;
KRONVALL et al., 1974), liaison d'IgG immobilisée, sur un support solide
(agarose, polyacrylamide) & de la protéine A marquée & l'iode 125
(LANGONE, BOYLE et BORSOS, 1977), chromatographie sur des colonnes de
protéine A couplée au Sépharose (HJELM, HJELM et SJOQUIST, 1972).
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Figure 15.- Structure schématique de la prot&ine A de S. auwreus, avec

ses quatre zones homologues, D, A, B, C, fixant chacune une molécule d'IgG,
et la zone X, qui permet l'ancrage dans la paroi bactérienne. Les points

de clivage par la trypsine (TR) et la lysostaphine (LYS)sont Egalement
indiqués (d'apré&s Langone, 1982). Lysostaphine : enzyme prot@olytique de
Staphylococcus staphylolyticus.
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En raison de l'intérét de la protéine A pour la purification des IgG,
I'affinité des sous-classes d'IgG a été étudiée chez 1'homme et dans de treés
nombreuses espéces animales (voir les revues de GODING, 1978 et LANGONE,
1982).

1. IgG HUMAINES

KRONVALL et WILLIAMS (1969) ont été les premiers & démontrer que
parmi les sous-classes d'IgG humaines IgGl, IgG2Z et IgG4 se lient a la
protéine A alors que 1'IgG3 ne se fixe pas. Ces résultats ont été confirmés
par les travaux de ANKERST et al. (1974). Cependant, SKVARIL (1976),
SKVARIL, ROTH-WILKY et BARANDUM (1980) et VAN KAMP (1979) ont
montré qu'une proportion faible et variable de I'IgG3 se lie & la protéine A.
La base structurale de cette réactivité d'une fraction de 1'IgG3 n'est pas
connue, mais pourrait suggérer une hétérogénéité au sein de la sous-classe
IgG3.

DUHAMEL et al. (1979) ont montré qu'il existe des différences légéres
d'affinité entre la sous-classe IgGl et la sous-classe IgG2 qui se manifestent
lorsqu'un gradient de pH descendant est appliqué sur une colonne de pro-
téine A-Sépharose. La majorité de 1'IgG2 est éluée & pH 4,7, alors que la
majorité de 1'IgGl est éluée & pH 4,3.

2. IgG DE SOURIS

Initialement, KRONVALL, GREY et WILLIAMS (1970 a) montraient que
les sous-classes IgG2a, IgG2b et IgG3 sont absorbées sur des suspensions
bactériennes de S. aureus (Cowan strain I) contenant de la protéine A. La
fixation de 1'IgGl n'était pas mise en évidence. Cependant, ultérieurement
l'affinité de 1'IgGl par la protéine A a été démontrée (MITCHELL, GODING et
RICHARD,. 1977 a ; MITCHELL et al., 1977 b ; Mc KENZIE, WARNER et
MITCHELL, 1978 ; EY, PROWSE et JENKIN, 1978 ; CHALON, MILNE et
VAERMAN, 1979). L'affinité de 1'IgGl est plus faible que celle d'autres
sous-classes. Cela se traduit par le fait que lorsqu'un gradient de thio-
cyanate de sodium est appliqué sur une colonne de protéine A-Sépharose &
pH 7,4, 1'IgGl est éluée par une molarité 0,5 M alors que les IgG2 sont
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éluées entre 1,5 M et 2 M. De méme, si un gradient de pH descendant est
appliqué, 1'IgGl est éluée par un tampon de pH 7,0 a 6,0, alors que l'IgG2a
est éluée & pH 4,5 - 5,0 et 1'IgG2b & pH 3,5 - 4,0 (EY et al., 1978). Ces
différences d'affinité permettent donc la purification des sous-classes d'IgG
de souris (IgGl, IgG2a, IgG2b) & partir du sérum. La purification de 1'IgG3,
qui est présente en proportion trés faible dans le sérum de Souris, est
possible en utilisant la technique décrite par SEPPALA et al. (1981). Ces
auteurs ont montré que‘l'IgG3 est éluée par un tampon de pH 4,5 et peut
étre séparée de 1'IgG2a en utilisant un gradient continu de pH. Ces auteurs
ont également montré que les IgG2a peuvent avoir une affinité différente
pour la protéine A selon la nature de leur allotype : les IgG2a ayant l'allo-
type a et j sont éluées & pH 5,0, alors que les IgG2a ayant l'allotype b sont
éluées a pH 4,5.

3. IgG DE COBAYE

Les deux sous-classes d'IgG : IgGl et IgG2 fixent la protéine A
(FORSGREN, 1968 ; STALENHEIM et MALMHEDEN-ERIKSSON, 1971 ; GROV,
1973 ; ENDRESEN, 1979 b). L'affinité de 1'IgG2 semble plus importante que
celle de 1'IgGl (résultats fondés sur une élution des sous-classes d'une
colonne de protéine A-Sépharose utilisant un gradient de pH ; COE, COE et
ROSS, 1981).

4. IgG DE HAMSTER

Les deux sous-classes d'IgG (IgGl et IgG2) de différentes espéces de
Hamster, présentent des différences d'affinité pour la protéine A et peuvent
de ce fait étre séparées par chromatographie sur protéine A-Sépharose en
utilisant un gradient de pH descendant (COE et al., 1981).

5. IgG DES RUMINANTS (Chevre, Mouton et Boeuf)

La liaison & la protéine A des deux sous-classes d'lIgG de Chevre, IgGl
et IgG2, a été étudiée par DELACROIX et VAERMAN (1979) et DUHAMEL,
MEEZAN et BRENDEL (1980). A pH 9,1, I'élution de 1'IgGl est retardée sur
une colonne de protéine A-Sépharose (ce qui permet la séparation des autres
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protéines du sérum). L'élution de 1'IgG2 est obtenue par abaissement du pH
45,9 (DELACROIX et VAERMAN, 1979). DUHAMEL et al. (1980) ont rapporté
des résultats différents pour 1'IgGl puisqu'ils suggeérent que son élution est
obtenue & pH 6,7. |

GOUDSWAARD et al. (1978) ont montré que 1'IgGl de Mouton a une
faible affinité pour la protéine A, puisqu'elle n'est pas retenue d'une colonne
de protéine A-Sépharose & pH 7,5. A l'inverse, 1'IgG2 a wune affinité
beaucoup plus grande (élution 4 pH 2,5). Des résultats similaires ont été
obtenus pour les IgGl et IgG2 bovines (GOUDSWAARD et al., 1978).

6. IgG D'AUTRES ESPECES

La liaison de la protéine A & des IgG de nombreuses autres espéces ‘a
été étudiée. Chez le Porc, 90 & 96 % des IgG se lient & la protéine A-
Sépharose (MILON, HOUDAYER et METZGER, 1978 ; GOUDSWAARD et al.,
1978 ; ENDRESEN, 1979 a ; ZIKAN, 1980). Les deux sous-classes IgGl et
IgG2 donnent un profil d'élution hétérogéne quand un gradient de chlorure
de magnésium est appliqué i une colonne de protéine A-Sépharose (ZIKAN,
1980). Chez le Lapin, une faible proportion des IgG ne se fixe pas & la
protéine A, mais l'interprétation de cette hétérogénéité en terme de sous-
classes ne peut étre faite (GODING, 1976). Chez le Chien, la totalité des
sous~-classes d'IgG se lie & une colonne de protéine A-Sépharose (WARR et
HART, 1979) et des différences d'affinité n'ont pas été mises en évidence.
De méme chez le Cheval, (GOUDSWAARD et al., 1978), les quatre sous-
classes : IgGa, IgGb, IgGc et IgG(T) se lient & la protéine A-Sépharose.

C - BASES STRUCTURALES DE LA LIAISON ENTRE IgG ET PROTEINE A.
RELATIONS ENTRE LES DIFFERENCES DE STRUCTURE DES
SOUS-CLASSES D'IgG ET LEUR AFFINITE POUR LA PROTEINE A

Les bases structurales de l'interaction entre protéine A de S. aureus et
IgG ont été & peu prés complétement définies, essentiellement pour les IgG
humaines. Ceci a pu étre réalisé gréice a l'utilisation de différents types
d'approches méthodologiques trés intéressantes :
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1° L'étude de la liaison de fragments d'IgG & la protéine A.

2° L'analyse de l'affinité pour la protéine A d'IgG dont les ponts disulfure
inter-chaines ont été réduits, ou d'IgG qui comportent une délétion de la
région charniére.

3° La cristallisation d'un complexe entre Fc d'IgG et fragment B de la
protéine A, et la détermination de la structure tridimensionnelle de ce
complexe. o

4° L'analyse de l'affinité pour la protéine A d'IgG chimiquement modifiées sur
certains acides aminés.

5° L'analyse structurale d'une IgG3 myélomateuse humaine ayant la propriéte
de se lier a la protéine A.

1. LIAISON DE FRAGMENTS D'IgG A LA PROTEINE A

Les études réalisées dans différents modéles (Homme, Souris, Lapin,
Cobaye principalement) ont montré que le Fc de l'IgG se lie & la protéine A.
Une certaine réactivité de la partie Fab a été observée dans certaines
espéces animales, par exemple chez 1I'Homme (INGANAS, JOHANSSON et
BENNICH, 1980 ; INGANAS, 1981), le Cobaye (GROV, 1973 ; ENDRESEN,
1979 b) et le Porc (ZIKAN, 1980) mais la liaison est faible et ne semble pas
impliquer les mémes séquences de la protéine A que celles qui se lient & la

partie Fec.

Divers fragments du Fc de 1'IgGl humaine, correspondant soit au do-
maine CY 3 (Fc¢' ; KRONVALL et FROMMEL, 1970 ; pFc', SKVARIL et al.,
1980), soit au domaine C Y2 (ENDRESEN et GROV, 1976) sont incapables de
se lier & la protéine A. A linverse, des fragments du Fec contenant une
chaine (c'est~a-dire un ensemble C Y2 + C Y3) intacte sont capables de se
lier 4 la protéine A (ENDRESEN et GROV, 1976) (figure 16). De méme, chez
le Lapin, ni le fragment Facb (IgG dépourvue du domaine CY3), ni les
fragments F(ab')2 et pFc' ne sont réactifs vis-a-vis de la protéine A
(STEWART, VARRO et STANWORTH, 1978). STEWART et al. (1978) ont
montré qu'un hydrolysat par la plasmine de 1'IgG qui contient un mélange de
Facb et pFc n'est pas capable de se lier & la protéine A. L'ensemble de ces
résultats suggére que la liaison & la protéine A nécessite une chaine
C Y2-C Y3 intacte.
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Figure 16.- Diagramme repré@sentant de fagon schématique les différents
fragments obtenus par hydrolyse trypsique du Fc d'IgG humaine (digestion
aprés acidification du Fc). Les fragments de la partie droite de la figure

-correspondant soit 3 un dimére covalent du domaine CH2, soit au domaine CH3-
sont incapables de se lier 3 la protéine A. Les fragments de la partie gau-
che de la figure se lient 3 la protéine A, On observe que ces différents
fragments contiennent tous une chafne du Fc intacte. Ceci indique que les
domaines CHy et CH3 participent tous deux 3 1'interaction avec la protéine A

(d'aprés Kronvall et Frommel, 1970 ; Endresen et Grov, 1976 ; Skvaril et al.,
1980).
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2. LIAISON A LA PROTEINE A D'IlgG REDUITES OU D'IgG
PRESENTANT UNE DELETION DE LA REGION CHARNIERE

-

La réduction des ponts disulfures de la région charniére n'affecte
pas la liaison de 1'IgG & la protéine A (KLEIN et al., 1981). De méme, des
IgG humaines dont la région charniére est absente ont une affinité intacte
pour la protéine A (KLEIN et al., 1981). Ainsi, & la différence d'autres
activités biologiques comme la fixation du complément ou l'interaction avec les
leucocytes, la région charniére ne joue aucun roéle dans la liaison de 1'IgG &
la protéine A.

3. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DU COMPLEXE ENTRE Fc D'IgGl
HUMAINE ET FRAGMENT B DE LA PROTEINE A

L'analyse par DEISENHOFER et al. (1978) et DEISENHOFER (1981), d'un
cristal correspondant au complexe Fc d'IgGl-fragment B de la protéine A a
permis de définir tres pi‘ééisément les résidus d'acides aminés de 1'IgG
impliqués dans la liaison avec la protéine A (figure 17). Ces résidus appar-
tiennent a la fois au domaine C Y2 et au domaine C Y3. Dans le domaine C Y2
: la méthionine en position 252, l'isoleucine 253, la sérine 254, la valine 305,
la leucine 309, I'histidine 310, la glutamine 311 et l'aspsragine 312. Dans le
domaine C Y 3 : l'histidine 433, l'asparagine 434, l'histidine 435 et la tyrosine
436. Parmi ces résidus d'acides aminés, tous sont retrouvés pour toutes les
sous-classes d'IgG humaines (voir la figure 6) sauf l'histidine 435 qui est
remplacée par une arginine dans le cas de l'IgG3 (La tyrosine en position 436
est présente chez les IgG3 ayant l'allotype G3m (g) alors que ce résidu est
remplacé par la phénylalanine pour les IgG3 ayant l'allotype G3m(b)). Ainsi,
la comparaison des données cristallographiques avec les séquences des sous-—
classes d'IgG humaines suggérait que l'histidine en position 435 pouvait jouer
un roéle trés important dans la liaison des IgGl,2 et 4 & la protéine A et
expliquer l'absence d'affinité de 1'IgG3. |
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Figure 17.- Structure tridimensionnelle du complexe entre Fc d'IgGl
humaine et fragment B de la protéine A de S. awreus (d'aprés Deisenhofer,
1981) .. Le fragment B de la protéine A (FB) est en traits plus foncés que
le Fc de 1'IgGl. La zone d'interaction entre le fragment B et les résidus
d'acides aminds des domaines CY2 et CY3 est encadrée. Le résidu d'histi-
dine en position 435 de la chaine y des IgGl, IgG2 et IgG4 (sous—-classes
se liant a8 la proté@inme A) est indiqué par une &toile. Ce résidu est subs-
titué par une arginine dans 1'IgG3 (sous-classe qui n'a pas d'affinité
pour la protéine A).




4. LIAISON A LA PROTEINE A D'lgG CHIMIQUEMENT
MODIFIEES SUR CERTAINS ACIDES AMINES

La modification d'un trés grand nombre de résidus de lysine de l'IgG
humaine et de 1l'IgG de Lapin par carbamylation (KRONVALL, QUIE et
WILLIAMS, 1970 b, STEWART et al., 1978) ne modifie pas la capacité de
liaison & la protéine A. De méme, la modification des résidus de tyrosine par
nitration (18 sur 19 résidus) n'altére pas la liaison entre IgG humaine ou de
Lapin et protéine A (STEWART et al., 1978). A l'inverse, la modification des
résidus d'histidine par le diéthylpyrocarbonate altére de facon significative
l'interaction entre IgG humaine et protéine A dés que deux résidus
d'histidine sont modifiés (HAAKE, FRANKLIN et FRANGIONE, 1982).

5. ANALYSE STRUCTURALE D'UNE IgG3 HUMAINE
. AYANT LA PROPRIETE DE SE LIER A LA PROTEINE A

RECHT et al. (1981) ont étudié la séquence d'une IgG3 monoclonale
humaine (GOE), inhabituelle puisqu'elle posséde une affinité pour la protéine
A. Cette étude a montré que certaines parties de la séquence de cette IgG3,
en particulier la zone située entre les domaines CY 2 et Cy 3, et la séquence
C-terminale, sont de type IgGl. Parmi les résidus d'acides aminés inhabituels
- dans la séquence de cette IgG3, on retrouve l'histidine en position 435. Les
résultats confirment donc les résultats précédents et indiquent que, parmi
les résidus d'acides aminés en contact avec la protéine A, I'histidine 435 des
IgG humaines joue un roéle capital dans la liaison & la protéine A.

D - CONCLUSIONS

Les études réalisées chez 1'Homme et dans différents modeéles
expérimentaux ont montré que la protéine A de S. aureus peut é&tre utilisée
pour séparer de facon plus ou moins compléte les sous-classes d'lgG d'un
sérum, ou d'une population d'anticorps de fonction définie.



L'ensemble des approches méthodologiques citées dans le paragraphe C a
permis d'identifier les séquences peptidiques de 1'IgG humaine impliquées
dans la liaison & la protéine A. En particulier l'affinité des IgGl, 2 et 4 et
I'absence d'affinité de 1'IgG3 sont expliquées par la substitution du résidu
d'histidine en position 435 par une arginine. La figure 18 résume les
différents acides aminés impliqués dans la liaison de 1'IgG humaine & la
protéine A. Les résidus d'acides aminés en position homologue des IgG de
Souris et de Cobaye sont également indiqués. Cette comparaison ne permet
pas d'expliquer trés clairement les bases structurales des différences
d'affinité qui existent entre sous-classes d'IgG de Souris ou de Cobaye. On
peut seulement remarquer que la séquence Met-Ile-Ser (252-254) des IgG2a et
IgG2b murines (IgG & forte affinité pour la protéine A) est remplacée par la
séquence Thr-lle-Ser dans 1'IgGl qui a une affinité plus faible. Mais, on
remarque par exemple que 1'IgG2b murine, qui a une trés forte affinité pour
la protéine A, ne posseéde pas d'histidine en position homologue du résidu
d'histidine 435 des IgG humaines, mais un résidu de tyrosine. Il est de ce
fait difficile par cette comparaison de définir si c'est la présence de tel ou
tel acide aminé en position homologue de celui des IgG humaines qui explique
les différences d'affinité des sous-classes d'IgG de Souris ou de Cobaye. On
peut méme suggérer pour ces IgG de différentes espéces animales que des
résidus d'acides aminés en position non homologue de ceux des IgG humaines
sont impliqués dans la liaison & la protéine A.

En conclusion, si dans le cas des IgG humaines, les bases structurales
de la liaison & la protéine A sont définies clairement, il n'en est pas de méme
pour les IgG d'autres espéces animales. En particulier, les points suivants

ne sont pas expliqués :

- les acides aminés impliqués dans la liaison & la protéine A des sous-classes
d'IgG de différentes espéces animales

- les éléments de structure qui expliquent les différences d'affinité de
sous-classes par exemple lorsque 1'élution des IgG est obtenue par un
gradient de pH descendant sur une colonne de protéine A-Sépharose

- le réle exact joué par la partie Fab dans ces différences d'affinité.
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DEUXIEME PARTIE

" TRAVAUX PERSONNELS
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REMARQUE PRELIMINAIRE

Nos travaux personnels correspondent i la fois & des travéux ayant fait
I'objet de publications et & des résultats non publiés, qui représentent le
plus souvent un complément d'information aux travaux publiés. Les résultats
non publiés seront bien entendu présentés "in extenso". En ce qui concerne
les résultats publiés, le lecteur sera invité & se reporter aux publications,
en particulier pour les détails expérimentaux et pour les figures. Cependant,
afin de faciliter la lecture du texte, nous y avons également inclus les
figures les plus significatives de chaque publication.
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CHAPITRE |

CARACTERISATION IMMUNOCHIMIQUE DES SOUS-CLASSES
D'igG DU RAT
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ABSTRACT

Rousseaux, J. and Bazin, H., 1979. Rat immunoglobulins. Vet. Immunol.

Immuriopathol., 1: 61-78. : »

Five immunoglobulin isotypes (or classes) have been identified in
the human as well as in the rat species. The-homologies between
the human and the rat immunoglobulin classes have been well defi-
ned with the help of the monoclonal immunoglobulins produced by
the LOU immunocytomas (plasmocytomas,myeioma tumours). The LOU rat
immﬁndcytomas model, the physicochemical and the biological pro-
perties of the rat immunoglobulins are described in this review.

INTRODUCTION

Five immunoglobulin classes or isotypes have been identified in
the human species. As far as we know, the general physicochemical
and biological properties of these immunoglobulin classes are very
well maintained throughout the mémmalian species and probably in
birds too. Major difficulties in characterizing the equivélent of
the five human immunoglobulin isotypes (IgM, IgD, lgA, IgE and
IgG) have not been met in species such as the mouse or the rat
where many monoclonal immunoglobﬁlins could be studied. When
neither aminoacid sequences nor immunological cross-reactivity
were known, other biochemical or biological mmjor properties were
accepted as valuable criteria. Among them are: the specific
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association of IgA with the intestinal tract, the binding of IgE
on mast cells, and the presence of IgM and IgD on lymphocyte
membranes. However, homology at the level of the subclasses of
different speéies is stifl unknown. So far, no subclass property
has been found that is applicable to all species.As a conse-

quence, it 1is necessary to separately analyse the different.

subclasses of immunoglobulins in all species and consider each of
them as a special case.

This review deals with the physicochemical and biological pro-
perties of the rat immunoglobulin classes and subclasses. As most
of the work has been carried out with myeloma proteins, the homo-
geneity of which has allowed their purification, we shall give
special attention to the LOU rat myeloma model.

LOU RAT IMMUNOCYTOMAS

Monoclonal immunoglobulins synthesized by B lymphoid tumours
are presently accepted as representative immunoglobulins. They
have - largely cohtributed to the recent progress'in the discavery
of the physicochemical, biochemical and biological properties of
immunoglobulins;' No difference has ever been observed between
these proteins and their naturally induced counterparts. Moreover,
some myeioma proteins have been found to bind antigen.

IgA, IgD and IgE (the three immunoglobulin classes last to be

discovéred) were identified with the help of monoclonal immuno-
globulins in the human species where, by far, the most numerous
cases of immunoglobulin secreting tumours have been studied. Like-
wise human subclasses of the IgG as well as the IgA isotypes have
been recognized with the help of the' corresponding monoclonal
proteins. ' '

However, for obvious ethicél reasons, the human myeloma pro-
teins are difficult to obtain in large quantities. Many investiga-
tions have been done with monoclonal immunoglobulins of the mouse
BALB/c model, but neither IgD nor IgE myeloma tumours have been
found in the mouse species.

We shall describe the LOU immunocytomas model and the possibi-
lities which it offers for immunologicali studies.
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Tumour incidence

Ancestors of the LOU rats have been found in various colonies
of rats at the University of Louvain. They were all derived from
the outbred stock bf the late Professor Joseph Maisin and, pro-
bably, are of the Wistar origin. From different lines bred in
parallel, the LOU/C and LOU/M sublines were selected for their
high and low immunocytomas incidence respectively. Both sublines
are histocompatible, the LOU/C 1line being considered as the
reference. The LOU ileocaecal tumours first appear in 8 to 9
month-old rats. The incidence is highest between 12 and 15 months.
The time of appearance averages 14 to 15 months. In male rats, the
tumour incidence is twice that of the female: 34 and 17 % respec-
tively.By comparison, the incidence of ileccaecal immunocytoma in
LOU/M rats is 1 to 2 % (Bazin et al., 1972; Bazin et al.,1973;
_Bazin et al.,1978a;Beckers and Bazin, 1978).

In the great majority of primitive tumour bearing animals,
immunocytbmas appear to originate in the ileocaecal lymph nodes,
since surgical removal of these lymph nodes decreases the immuno-
cytomas incidence significantly (Moriamé et al., 1977). The
tumours make. their appearance in the- form of solid masses which
are mobile under the fingers and easy to detect by palpation of
the abdomen. They grow fast: the tumour-carriers generally die
. within one month after the tumour has become palpable. The
“primitive tumour, at autopsy, presents nodule(s) in the ileocaecal
region. The abdominal viscera are often infiltrated with metasta-
ses. Ascitic fluid is sometimes present and can be helpful in
detecting the primitive tumour. The histological appearance of
these tumours in LOU ancestors was described by Maisin et al.
(1955). An ultrastructural study of them has been published by
Burtonboy et al. (1978).

In a study of the monoclonal immunoglobulins synthesized by 250
LOU/C ileocaecal immunocytomas which appeared consecutively in
their breeding colony, Bazin and Beckers (1976) found 86 per cent
of secreting tumours, 14 per cent of which were Bence Jones
protein producers. Tables I and II give the distribution of
immunoglobulin-synthesizing tumours in the LOU strain. For compa-
rison, the monoclonal immunoglobulins produced by the human
‘spontaneous myelomas and the BALB/¢ induced plasmocytomas are
given. The highest incidence in the LOU model was found in the IgE,
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IgGl classes. No clear explanation can be given for the difference
observed between the three models. All the Bence Jones prdteins
secreted by the LOU rat immunocytomas and studied so far proved to
be of the Kappa type (Querinjean et al., 1972; Wang et al.,
1975,1976). However, light chains of LOU IgGl monoclonal proteins
have been identified as Lambda type (Querinjeén et al., 1973).

TABLE I

Class distribution of the monoclonal immunoglobulins synthesized in
the human, rat and mouse species (in percentage)

ISpecies IgM IgD IgA IgE IgG

Human* 6.9 0.9 18.8 very low 73.3
(spontaneous tumours)

Rat : 2.9 2.9 0.9 43.5 49.6
(spontaneous LOU/C . . :
tumours)

Mouse** ’ 0.5 0 73.7 0 25.8
(induced BALB/c
tumours)

* Oberdorfer et al, 1973
** Potter, 1972

TABLE II

Percentage of IgG subclasses monoclonal immunoglobulins in the
human, rat and mouse species

Human . Subclasses IgGl IgG2 I1gG3 IgG4
(multiple myeloma)

percentage 73 12 8 7
Rat subclasses IgGl IgG2a IgGeb IgG2c
(LOU/C model)

percentage 77.6 12.2 1.6 9.6
Mouse subclasses IgGl IgG2a  IgG2b IgG3

(BALB/c model)”
percentage 39.5 26.7 32.5 1.1

* Oberdorfer et al., 1973
** Potter, 1972
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Production of LOU monoclonal immunoglobulins

Almost all the primitive and spontaneous LOU immunocytomas can
be transplanted in LOU/C, LOU/M or their Fl1 hybrids. The tumours
must be removed_ under sterile conditions and teased in a Petri
dish. The tumour tissue is minced until it can be aspirated
through a 19-gauge needle into a syringe. About 0.2 ml is injected
subcutaneously into one side of the breast or in the peritoneal
cavity. In the latter case, an ascitic tumour line can be obtained
after few passages and easily transplanted by inoculating reci-
pient rats intraperitoneally with 0.2 to 0.5 ml ascitic fluid. The
latent periods of transplanted LOU immunocytomas are generally
shortened after few passages to 5 to 10 days. '

The immunoglobulin secreting properties of LOU immunocytdmas
are quite variable. Most of the tumours keep their secreting pro-~
perties for years. But in some cases, the ability to produce mono-
clonal proteins decreases more or less rapidly. The IgE and IgD
tumours seem to be more prone to lose their secreting properties.
However, good producers have been obtained in both cases. LOU
immunocytomas can be stored in 1liquid nitrogen as describéd'by
Bazin et al. (1972).

LOU immunocytomas can also be propagated in in vitro continuous
lines (Burtonboy et al., 1973; Bennich et ai.. 1978). More_than 12
different immunocytomas have already been adapted, to in vitro
cultures (Bazin et al., unpublished).

Purification of rat monoclonal proteins

Monoclonal proteins are isolated from sera or ascites collected
from LOU ratsor»l-‘1 hybrids bearing immunocytomas.

IgM
IgM monoclonal immunoglobulins are purified by the use of

their euglobulin properties and of their high molecular weight
(about 1 million daltoné). The following procedure is used in our
laboratory (Bazin et al., 1974): precipitation in ammonium sulfate
at 40% final concentration is followed by euglobulin precipitation
in a buffer of low ionic strength (Tris-HCl 0.005M, pH 8.0). The
euglobulin fraction is then filtered through a Sephadex G-200
column (Pharmacia, Uppsala). The first peak represents pure IgM.
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Occasionally IgM monoclonal proteins are pseudoglobulins and
cannot be purified by euglobulin precipitation.

IgA

Purification of monoclonal IgA is carried out as follows (Bazin
et . al., 1974): after precipitation in 40% saturated ammonium
sulfate, the proteins are applied on a DEAE-cellulose (DE 32 What-
man) column equilibrated with 0.02M Tris-HCl buffer pH 8.0 and
eluted with a O0.1M Tris-HCl, 0.08M NaCl buffer, pH 8.0. Final
purification is achieved by chromatography through a Sephadex
G-200 (Pharmacia, Uppsala) column equilibrated in 0.1M Tris-HCl
buffer, pH 8.0.

IgD
Monoclonal IgD proteins may be purified using their molecular
weight, which, in non-dissociating media, is higher than that of
IgG: The first step is gel filtration through AcA 22 or AcA 34
Ultrogel (LKB, Sweden) at +4°C with 0.1M Tris-HCl, O.15M NaCl’
buffer containing g-amino-caproic acid (final concentration 0.01M)
Further purification is achieved by repeated runs thbough Ultro-
gel AcA 34 and finally by preparativé agarose gel electrophoresis
{Bazin et al., 1978b).

IgE

A number of different procedures to isolate rat monoclonal IgE
have been reported. They use all or part of the following physi-
cochemical properties of rat IgE :(1) solubility in 40% saturated
ammonium sulfate ; (2) electrophoretic mobility which is of the
Y, type ; (3) molecular weight (about 190,000). R

Kulezycki and Metzger (1974) have purified rat IgE by the follo
wing method: monoclonal IgE is precipitated by ammonium sulfate at
50% saturation; the precipitate is then fractionated in a Sepharo-
se 6B column and further by DEAE-cellulose chromatography. Final
purification is achieved by immunocadsorption of protein contami-
nants. Conrad et al. (1975) used precipitation by 50% saturated
ammonium sulfate followed by Biogel P-300 chromatography and
preparative iso-electrofocusing in sucrose gradient.

In our laboratory, the following procedure is used (Bazin and
Beckers, 1976): proteins precipitated by 50% saturated ammonium
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sulfate are applied on a column of DEAE-cellulose (DE 32 Whatman)
equilibrated with 0.05M Tris-HC1 buffer, pH 8.0 and eluted with a
linear gradient of increasing molarity (final buffer : O0.1M
Tris-HCl, ©O.5M NaCl, pH 8.0). The monoclonal protein is then
purified by chromatography through an AcA 34 Ultrogel column
equilibrated in 0.1M Tris-HCl, 0.15M NaCl, pH 8.0. The first peak
eluted from the column represents pure IgE.

A procedure using only immunoadsorption on a column of purified
goat anti- £antibodies has also been reported (Fritsche and
Spiegelberg, 1978). '

IgG2a ]
Monoclonal 1gG2a proteins may have electrbphore‘tic mobilities

ranging fromxl to Yo igG2a ofx2 electrophoretic mobility is
usually isolated in the following manner: the precipitate obtained
by 40% saturated ammonium sulfate is equilibrated with 0,05M
 Tris-HC1l buffer pH 8.0, passed through a DEAE-cellulose column
equilibrated with the same buffer, and subsequently eluted with
0.05M Tris-HCl, 0.05M NaCl, pH 8.0. The first peak represents pure
IgG2a but may be contaminated with IgGeb. V

IgG2a of ¥1 electrophoretic mobility is isolated by a procedure

similar to the one used for IgGl monoclonal proteins.

IgG2b
Different monoclonal IgG2b immunoglcobulins may have electro-

phoretic mobilities of type XZ or Xl Their isolation ‘procedures
are similar to those used for IgG2a immunoglobulins.

IgGl -

After precipitation by 40% saturated ammonium sulfate, the
'immunoglobulin fraction is chromatographéd through DEAE~cellulose
column (DE 32 Whatman) equilibrated in 0.05M Tris-HCl buffer pH
8.0. Elution is obtained by a linear gradient of increasing con-
centrations of Tris and NaCl (final buffer :0.1M Tris-HCl, 0.5M
NaCl, pH 8.0). The IgGl-containing fraction is passed through an
Ultrogel AcA 34 column. The first peak eluted from the column
usually represents pure IgGl, but may, occasionally, be contami-
nated with some IgG2a or IgG2b.
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IgGac
Monoclonal proteins of this class have been purified by the use

of their euglobulin properties. Precipitation is carried out as
follows (Bazin et al., 1974): one volume of serum or ascite is
added to 19 volumes of distilled water adjusted to pH 6.0. The
precipitated proteins are dissolved in 2% (w/v) NaCi, pH 7.0 and
precipitated again. This procedure is repeated two more times. The
proteins are then applied to a Sephadex G-200 column (Medgyesi et
al., 1978).

However, this procedure is not always easy to perform, and
monoclonal purified 1IgG2c is often contaminated with normal
immunoglobulins, in particular IgG2a. The following procedure
seems preferable: proteins precipitated in 40% saturated ammonium
sulfate are applied to a column of CM-cellulose (CM 32 Whatman)
equilibrated with 0.2M Na-acetate,0.1M NaCl buffer, pH 4.2.
Subsequent elution with 0.2M Na-acetate, 0.2M NaCl buffer, PH 4.2
leads to the recovery of pure IgG2c with sometimes some IgG2a.
Final purification can be achieved by chromatography on Protein-
A-Sepharose (Pharmacia, Uppsala) equiiibrateq with phosphrte buf-
fered saline (PBS) pH 7.4, IgGéa contaminants are eliminated
during the washing of the column with PBS. IgG2c is eluted by PBS,
1M NaSCN, pH 7.4.

PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF RAT IMMUNOGLOBULINS

Electrophoretic mobility. Iscelectric point

In zone electrophoresis in agarose or cellulose-acetate, mono-
clonal immunoglobulins of the IgE class and IgGl subclass have a
fast anodic mobility (xl type). An isoelectric point of 5.9 has
been reported for rat monoclonal IgE IR162 (Conrad et al., 1975).
Proteins of the IgG2¢c subclass are characterized by the slowest
electrophoretic migration. IgG2a and IgG2b monoclonal proteins may

have different electrophoretic mobilities:x2 orxl. Such differen-

ces of charge among proteins of the same subclass are related to
the Fab part of the molecule, probably to differences in sequence
of variable regions of light and heavy chains. C

Solubility

Peculiar solubility properties have been found for different
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classes or subclasses of rat Ig: rat IéM and IgG2c generally
behave as euglobulins, being poorly soluble in solutions of low
ionic strength; rat IgE differs from IgG and IgM by its solubility
in 40% saturated ammonium sulfate (Isersky et al., 1974).

Molecular weight

The sedimentation coefficients and molecular weights of the rat
immunoglobulins and the molécular weights of their heavy chains
are given in Table IIl. These parameters are very similar to those
of the human counterparts of the various (sub)classes. IgD is
characterized by an anomalously high molecular weight in non-dis-
sociating media, greater than 570,000 daltons (Bazin et al.,
1978b). This seems to correspond to the occurrence of non-covalent
aggregates. Some faint differences are observed between the
molecular weight of rat IgG heavy chains in relation to the
subclass to which they belong. In SDS-polyacrylamide gel (5%)
IgG2b and IgGl heavy chains have the highest M.Ww. : 55,000, and
IgG2a and IgG2c the lowest : 50,000 to 52,000 {Rousseaux et al.,
unpublished).

Sensitivity to reduction

Differences in sensitivity to reduction have been found between
rat IgG subclasses. IgG2a is the most sensitive to reduction and
the intermediate product is exclusively an half-molecule (HL). For

‘the other IgG subclasses, other intermediates of reduction are

present: HzL and H2, the main product being HL for 1gGl, and H2 or
HZL for IgG2c monoclonal proteins (Rousseaux et al., 1979).

Proteolysis of rat immunoglobulins

Rat IgE is very sensitive to papain digestion and Fc fragments
can only be obtained after short incubation periods, i.e. 10 mi-
nutes at 37°C (Fritsche and Spiegelberg, 1978). Rat IgD is, like
its human counterpart, very sensitive to proteolysis, in particu-
lar by serum enzymes such as plasmin. Therefore, preparation of
the IgD proteins must be performed in the presence of the plasmin
inhibitor &-amino-caproic acid.

Differences in sensitivity to proteolytic cleavage have been
observed among rat IgG subclassés: IgGl is the most resistant to




TABLE III

Molecular weights of rat monoclonal immunoglobulins and of their heavy chains

IgM 1gA IgD IgE IgGl IgGea TgG2b  IgGac
Sedimentation o
coefficient 17-19 S 7 S N.D.*** 7.6 S 6.7 S 6.4 S 6.5 S 6.7 S
Molecular weight* 900.000 163.000 140.000 . 183.000 156.000 156.000 156.000 156.000
- to i
198.000
Molecular weight**
of heavy chain 72.000 N.D. 60.000 72.000 55,000 50,000 55.000 50.000
to to to
75,000 52.000 52.000

* Determined by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (5, 7 or 12% acrylamide)
**+ Determined by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in reducing conditions (5 to 15% acrylamide)

**# Not determined

oL
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papain (without cystein) and pepsin cleavages, whereas IgG2a is
the most sensitive to papain and IgG2c the most sensitive to
pepsin. Differences in the size and composition of the released
fragments have also been noticed (Rousseaux et al., in prepara-
tion).

Sequence analyses

Some sequence analyses have been reported on rat "monoclonal
immunoglobulins. Amino terminal sequences of their heavy chains
(Querinjean et al., 1975) show that® about 54% of the variable
domains belong to the VHIII subgroup, compared to 35% for the
pooled heavy chains of normal rat immunglobulins. Partial amino-
acid sequences of the Kappa light chains have been published by
Querinjean et al. (1972) and Wang et al. (1975, 1976). The
complete amino-acid sequence of a monoclonal Kappa light chain has

" been reported by Staraée and Querinjean (1975). A Kappa extra
piece has also been sequenced by Schechter (personal commﬁ-
‘nication). A

BIOLOGICAL PROPERTIES OF RAT IMMUNOGLOBULINS

The main biologicél properties of the rat immunoglobulins
preséntly known are given in Tables IV and V. Moreover, rat IgE
can fix to homologous mast cells (Bazin et al., 1974; Conrad et
.al., 197%; Bazin and Beckers, 1976), on lymphocyte (Fritsche and
Spiegelberg, 1978) and on macrophages (Capron et al., 1977). The
binding of protein A to rat immunoglobulin classes has been given
by Medgyesi et al..(1978): protein A can bind IgGl and IgG2c
subclasses of rat immunoglobulin classes.

ALLOTYPES OF RAT IMMUNOGLOBULINS

Three allotypes have been described in rats at the Kappa light
" chains (Barabas and Kelus, 1967; Wistar, 1969; Rokhlin et al.,
1971; Beckers et al., 19741 and at the alpha and gamma 2b heavy
chains (Bazin et al., 1974; Beckers and Bazin, 1975). Gutman et
al. (197S) have found one sequence gap and- many aminoacid
substitutions between the two allotypes of the Kappa chain. The
determinations of the allotypes of many inbred strains of rats are
given in Bazin et al. (1979).



TABLE IV

Biological properties of rat immunoglobulin classes&

Properties References IgM IgA - IgD IgE IgG1 IgG2a IgG2b IgGac
concentration range
in normal serum* Bazin & Pauwels,
(in mg/ml) {unpublished) 0.97 0.15 0.008 0.000001 11.1 11.0 1.3 2.2
valency for Oriol et al., 1971 5 6 2 - 2 2 2 2 2
antigen binding Bazin et al., 1974
Half lives Van Breda Vriesman 2.6 - - Q.5 - 5.0, - -
(in days) & Feldman, 1972
Cremer et al., 1973 '
Bazin et al., 1974
Tada et al., 1975
Antibody Arnason et al., 1964 yes yes yes yes yes yes, yes yes
activities Nussengweig & :
Bir.aghi, 1965 .
Binaghi & Sarando de
Merlo, 1966
Pauwels et al., 1979
complement fixation .
total complement Medgyesi et al., 1975 yes ves - yes yes yes - no
Ci Medgyesi et al., 1978 yes no - no yes yes - no

* values obtained from outbred rats kept under conventional breeding conditions

L
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TABLE V

Biological properties of rat ihmunoglobulin classes

Properties References IgM IgA Igh IgE - 1IgGil IgGea 1IgGab Igé2c
cross placenta Binaghi et al., 1966 no no - no yes yes - -
McGhee et al., 1975
Michalek et al., 1975
presence in Binaghi et al., 1966 no yes - yes yes yes - -
colostrum and McGhee et al., 1975
milk Michalek et al., 1975
Bazin et al., 1978¢
absorption by the Binaghi et al., 1966 - no- - yes yes(?) yes no(?) -
intestinal tract . McGhee et al., 1975
(in suckling rats) Michalek et al., 1975
Bazin et al., 1978¢
—
EC

gL

..vL-




- 75 -

74

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank Dr. Hans van der Donck, Fakulteit der Diergeneeskunde,
Rijksuniversiteit te Utrecht, for reviewing the manuscript.

This work was supported by grants from the "Fonds Cancérologi-
que de la CGER", Belgium, the National Institutes of Health, con-
tract RO1-AI-12840, the FRSM, Belgium, the INSERM, France, and
EURATOM, contract n®250.77.1.BIO.B.

H.B. is staff member of the European Communities, Biology Di-
vision. '

REFERENCES

Arnason, B.G., de Vaux ST-Cyr, C. and Relyveld, E.H., 1964. Role
of the thymus in immune reactions in rats. IV. Immunoglobulins
and antibody formation. Int. Arch. Allergy, 25:206-224.

Barabas, A.Z. and Kelus, A.S., 1967. Allotypic specificity of
serum proteins in inbred strains of rats. Nature (London),
215:155-156. o

Bazin, H. and Beckers, A., 1976. IgE myelomas in rats. Nobel Sym-
posium n° 33. "Molecular and Biological Aspects of the Acute
Allergic Reaction". S.G.0. Johansson, K. Stranberg and B. Uvnas
(Editors). Plenum Cy., New York, pp. 125-151.

Bazin, H., Deckers, C., Beckers, A. and Heremans, J.F., 1972.
Transplantable immunoglobulin-secreting tumors in rat. I. Ge-
neral features in LOU/Wsl strain rat immunocytomas and their
monoclonal proteins. Int. J. Cancer, 10:568-580.

Bazin, H., Beckers, A., Deckers, C. and Moriamé, M., 1973. Trans-
piantable immunoglobulin~secreting tumors in rat. V. Monoclonal
immunoglobulins secreted by 250 ileocecal immunocytomas of the
LOU/Wsl rats. J. Natl. Cancer Inst., 51:1359-1361.

Bazin, H., Beckers, A. and Querinjean, P., 1974. Three classes and
four subclasses of rat immunoglobulins, IgM, IgA, IgE and IgGl,
IgG2a, 1IgG2b, IgG2c. Eur. J. Immunol., 4:44-48.

Bazin, H., Beckers, A., Vaerman, J.P. and Heremans, J.F., 1974,
Allotypes of rat immunoglobulins. I. An allotype at the alpha-
chain locus. J. Immunol., 112:1035-1041.

Bazin, H., Beckers, A., Platteau, B. and Kints, J.P., 1978a. Les
raté LOUVAIN et leur apport en cancérologie. Acta Zool. Pathol.
Antverp., 72:35-44. ’



- 76 -~

75

Bazin, H., Beckers, A., Urbain-Vansanten G., Pauwels, R.,Bruyns,
C., Tilkin, A.F., Platteau, B. and Urbain, J., 1978b. Trans-
plantable IgD immunoglobulin-secreting tumors in rat. J. Immu-
nol., 121:2077-2082.

Bazin, H., Platteau, B., Beckers, A. and Pauwels, R., 1978c. Dif-
ferential effect of neonatal injections ofbanti—mu or anti--
delta antibodies on the synthesis of IgM, IgD, IgE, IgA, IgGil,
IgG2a, IgG2b and IgG2c immunoglobulin classes. J. Immunol.,
121:2083-2087. o

Bazin, H., Nezlin, R. and Brdicka, R., 1979. Immunoglobulin poly-
morphism : rat. In: P.L. Altman and D.D. Katz (Editors), Inbred
and genetically defined strains of laboratory animals. Parp 1.
Mouse and Rat. FASEB, Bethesda, USA. pp.306-308.

Beckers, A. and Bazin, H., 1975. Allotypes of rat immunoglobulins.
III. An allotype of the gamma 2b chain locus. Immunochemistry,
12:671~675.

Beckérs, A. and Bazin, H., 1978. Incidence of spontaneous ileo-
cecal immunocytomas in hybrids of LQU/C rats and rat strains

with spontaneous tumor incidence. J. Na;l. Cancer Inst., 60:.

1505-1508.

Beckers, A., Querinjean, P. and Bazin, H., 1974. Allotypes of rat
immunoglobulins. II. Distribution of the allotypes of kappa and
alpha chain loci in different inbred strains of rat. {mmunoche—
mistry, 11:605-609, o

Bennich, H., Karlsson, T., Bazin, H. and Zeuthen, J., 1978. In
vitro culture of IgE secreting cells from two rat myelomas.
Prot. Biol. Fluids, 25:559-562. ' _

Binaghi, R.A. and Sarando de Merlo, E., 1966. Characterization of
rat IgA and its non-identity with the anaphylactic antibody.
Int. Arch. Allergy, 30:589-596. o

Binaghi, R.A., Oettgen, H.F. and Benacerraf, B.,AIQGS. Anaphy-
lactic antibody in the young rat. Int. Arch. Allergy, 29:105-
111. '

Burtonboy, G., -Bazin, H., Deckers, Cc., Lamy, M. and Heremans,

J.F., 1973. Transplantable immunoglobulin-secreting tumors in
rats. II1I. Establishment of immunoglobulin-secreting cell lines
from LOU/Wsl strain rats. Eur. J. Cancer, 9:259-262.

Burtonboy, G., Beckers, A., Rodhain, J., Bazin, H. and Lamy, M.E.,
1978. Rat ileocecal immunocytoma. An ultrastructural study with
special attention to the presence of viral particles. J. Natl.




- 77 -

7%

Cancer Inst., 61:477-484.

Capron, A., Dessaint, J.P., Joseph, M., Rousseaux, R., Capron, M.
and Bazin, H., 1977. Interaction between IgE complexes and
macrophages in the rat : a new mechanism of macrophage activa-
tion. Eur. J. Immunol., 7:315-322. o

Conrad, D.H., Bazin, H., Sehon, A.H. and Froese, A., 1975. Binding
parametérs of the interaction between rat IgE and rat mast cell
receptors. J. immunol., 114:1688-1691.

Cremer, N.E., Taylor, b.o.N., Lennette, E.H. and Hagens, 1973. IgM
production in rats infected with moloney leukemia virus. J.
Natl. Cancer Inst., 51:905-915, '

Fritsche, R. and Spiegelberg, H.L., 1978. Fc receptors for IgE on

normal rat lymphocytes. J. Immunol., 121:471-478.

Gutman, G.A., Lah, E. and Hood, L., 1975.. Structure and regulation
of immunoglobulins : kappa allotypes in the rat have multiple
amino-acid differences in the constant region. Proc. Natl.

" Acad. Sci. (USA), 72:5046-5050.

Isersky, C., Kulczycki Jr., A. and Metzger, H., 1974. Isolation of
IgE from reaginic rat serum. J. Immunol., 112:1901-1909.

Kulczycki Jr., A. and Metzger, H., 1974. The interaction of IgE
with rat basophilic leukemia cells. II. Quantitative aspects of
the binding reaction. J. Exp. Med., 140:1676-1695.

Maisin, J., Maisin, H., Dunjiec, A. and Maldague, P., 1955. La
radiobiologie comme méthode de travail en physiopathologie et
en cancérologie expérimentale. Bull. Acad. Suisse Sci. Med.
11:247-273.

McGhee, J.R., Michalek, S.M. and Ghanta, V.K., 1975. Rat immuno-
globulins in serum and secretions : purification of rat IgM,
IgA and IgG and their quantitation in serum, colostrum, milk
and saliva. Immunochemistry, 12:817-823.

Medgyesi, F.A., Fust, G., Bazin, H., Ujhelyt, E. and Gergely, J.,
1975. Interaction of rat immunoglobulins with complement. 9th
Meeting of FEBS. G. Gergely and G.A. Medgyesi (Editors).
Publ.House of the Hungarian Academy of Sciences, 36:123-130.

Medgyesi, G.A., Fust, G., Gergely, J. and Bazin, H., 1978. Classes
and subclasses of rat immunoglobulins : interaction with the
complement system and with staphylococcal protein A. Immu-
nochemistry, 15:125-129. '

Michalek, S.M., Rahman, A.F.R. and McGhee, J.R., 1975. Rat immuno-
globulins in serum and secretion : comparison of IgM, IgA and




- 78 -

i

IgG in serum, colostrum, milk and saliva of protein malnou-
rished and normal raté. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 148:1114-
1118.

Moriamé, M., Beckers, A. and Bazin, H., 1977. Decrease of the
incidence of malignant ileocaecal immunocytoma in LOU/C rats
after surgical removal of the ileocaecal lymph nodes. Cancer
Letters, 3:139-143. :

Nussenzweig, V. and Binaghi, R.A., 1965. Heterogeneity of rat
immunoglobulins. Int. Arch. Allergy, 27:355-360.

Oberdorfer von, A., Schnauffer, K., Lange, H.J. and Neiss, A.,
1973. Zur Verteilung von Paraproteinidmien nach geschlecht und
alter der Patienten, Paraprotein-Klassen, =subklassen und

~Leichtketten-Typen. Z. Klin. Chem. Klin. Bidchem., 11:51-64.

Oriol, R., Binaghi, R. and Coltorti, E., 1971. Valence and Asso-
ciation constant of rat macroglobulin antibody. J. Immunol.,
104:932~937. : N

Pauwels, R., Bazin, H., Platteau, B. and Van der Straeten; M.,
1979. The influence of different adjuvants on the production of
Igh and IgE antibodies. Ann. Immunol. (Inst. Pasteur), 130
C:49-58.

Potter, M., .1972. Immunoglobulin-producing tumours and myeloma
proteins of mice. Phys. Rev., 52:631-719.

Querinjean, P., Bazin, H., Beckers, A., Deckers, C., Heremans,
J.F. and Milstein, C., 1972. Transplantable immunoglobulin-se-
creting tumors in rats. Purification and chemical characteri-
zation of four kappa  chains from LOU/Wsl rats. Eur. J. Bio-
chem., 31:354-359. , ’

Querinjean, P., Bazin, H., Starace, V., Beckers, A., Deckers, C.
and Heremans, J.F., 1973. Lambda light chains in rat immuno-
globulins. Immunochemistry, 10:653-654.

Querinjean, P., Bazin, H., Kehoe, J.M. and Capra, J.D., 1975.
Transplantable 1mmﬁnoglobulin-secreting tumors in rat. IV.
N-terminal sequence variability in LOU/C/Wsl rat monoclonal
heavy chain. J. Immunol., 114:1375-1378.

Rokhlin, 0.V., Vengerova, T.I. and Nezlin, R.S., 1971. RL allo-
types of light chains of rat immunoglobulins. Immunochemistry,
8:525-538.

Rousseaux, J., Bazin, H. and Biserte, G., 1979. Differences in
sensitivity to reduction of rat immunoglobulin IgG subclasses.
Febs~Letters, 98:359-362.




- 79 -

78

Starace, V. and Querinjean, P., 1975. The primary structure of a
rat kappa Bence Jones protein : phylogenetic relationships of
V- and C-region genes. J. Immunol., 115:59-62.

Tada, T., Okumura, K., Platteau, B., Beckers, A. and Bazin, H.,
1975, -Half-lives of two types of rat homocytotropic antibodies
in the circulation and in the skin. Int. Arch. Allergy, 48:
116-131. '

Van Breda Vriesman, P.T.C. and Feldman, J.D., 1972. Rat gammaM
immunoglobulin : isolation and some biological characteristics.
Immunochemistry, 9:525-534. ‘

wang, A.C., Fudenberg, H.H. and Bazin, H., 1975. The nature of
"species-specific" aminocacid residues. Immunochemistry, 12:
505-509.

Wang, A.C., Fudenberg, H.H. and Bazin, H., 1976. Partial amino
acid sequences of kappa-chains of rat immunoglobulin : Genetic
and evolutionary implications. Biochem. Genet., 14:209-223.

Wistar Jr., R., 1969. Immunoglobulin éllotype in.the rat. Loca-
lization of the specificity to the light chain. Immunology,
17:23-32.




- 80 -

PUBLICATION n°® 2



- 81 -

Volume 98, number 2

FEBS LETTERS

February 1979

DIFFERENCES IN SENSITIVITY TO REDUCTION OF RAT
IMMUNOGLOBULIN IgG SUBCLASSES

" Jean ROUSSEAUX, Hervé BAZIN* and Gérard BISERTE
Institut de Recherches sur le Cancer, INSERM U 124, Place de Verdun, BP 3567, 59020 Lille Cédex, France and
*Experimental Immunology Unit, Faculty of Medicine, University of Louvain, Clos Chapelle aux Champs,
30-1200 Brussels, Belgium

Received 27 November 1978

1. Introduction

Immunoglobulin IgG can be separated into distinct
subclasses that differ by some biological properties
such as activation of complement, cytophilic activity,
interaction with staphyloccocal protein A [1]-and by
structural characteristics. In particular, human IgG
subclasses have been found differentially affected by
reduction [2], 1gG4 being reduced through the HL
subunit intermediate, although in IgG1, IgG2 and
1gG3, the intermediates are H, L, H, and HL.

. In the rat, four isotypes of IgG: IgG1, IgG2a,
IgG2b and IgG2c, have been identified [3]. Inan
. attempt to define structural differences between rat
IgG subclasses and to reldte them to the IgG of other
species, we have investigated the sensitivity to
reduction of different types of monoclonal IgG proteins
produced by rat LOU immunocytomas. Our results
point out clear differences between some of the
subclasses, and some relationship with human IgG
subclasses.

2. Material and methods

2.1. Purification of IgG proteins

Immunocytomas were transplanted in rats LOUIM
and in (LOU/Wistar) or (LOU/OKA) F, hybrids as
in [4]. Monoclonal IgG were isolated from ascites or
sera of rats bearing tumors by ammonium sulphate

precipitation followed by chromatography on DEAE- -

or CM-cellulose and filtration on Ultrogel AcA 34
(LKB, Sweden) [3]. Their heavy chain subclasses

Elsevier/North-Holland Biomedical Press

were typed by immunodiffusion against specific
antisera [3]. Normal IgG2a was isolated from serum
of randomly-bred Wistar rats by DEAE-cellulose
chromatography [5]

2.2. Reduction expenments

2.2.1. Dithioerythritol (DTE) reduction

Proteins (2 mg/ml) in 0.2 M Tris—HCl buffer
(pH 8.2) were reduced at room temperature with
0.05-20 mM dithioerythritol. After 1 h incubation
under nitrogen, alkylation was performed at 0°C with
fodoacetamide (50% malar excess over total thiol).

2.2.2. Dithiothreitol (DTT) reduction

Proteins (10 mg/mi) in 0.2 M Tris—HCl buffer
(pH 8.6) were reduced at room temperature with
0.2—-20 mM dithiothreitol. After 1 h incubation, the
pH was lowered to 8.0 by addition of 0.2 M Tris—HCl
(pH 7.2) and alkylation was carried out at 0°C with
jodoacetic acid (10% molar excess over total thiol).

2.3. Analysis of the reduction products

Reduction products were studied by SDS—poly-
acrylamide gel electrophoresis as in [6] with the
following modifications: a 5—20% acrylamide gradient
was used for the separation and the stacking gel (5%
acrylamide) was buffered by 0.1 M Tris—H,SO,,
(pH 6.8). Samples to be electrophoresed were diluted

~ to 1 mg/mlin 2% (w/w) SDS, 0.075 M iodoacetamide,

heated 5 min at 95°C and a further 30 min at 45°C.
The following molecular weight markers were run
together with the reduction products: rat IgE
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(mol. wt 189 000 [7]; rat IgG2a (mol. wt 150 000);
phosphorylase & (mol. wt 96 800); human serum
albumin (mol. wt 66 300); egg albumin (mol. wt

| 43 000); cytochrome ¢ (mol. wt 11 700). The
molecular weight of the reduction products was

o]
IgE
|§G

Phob

calculated from a calibration curve of the logarithm : - DA g 'E“zA
of molecular weight of the markers against the -
logarithm of the concentration of acrylamide reached Lo - - a- .'-._ - s
by the marker [8]. Quantitation of the reduction i S ~Cyte

intermediates and of unreduced protein was per-
formed by scanning the gels with an Helena
| Autoscanner Quick Quant II.

Fig.1. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of protein

\‘ 3. Results IR 530 (IgG2a subclass) after reduction by dithioerythritol
}i o ) (DTE) and alkylation: (a) unreduced protein; (b) DTE
| Two monoclonal proteins of subclasses 1gG1 and 0.05 mM; (c) 0.1 mM; (d) 0.5 mM; (e) 1 mM; (f) 5§ mM;
: 1gG2a, three proteins of subclass IgG2c and one of ;::;1(0 ':‘:6‘2") 20 "“Mt '13;56 ggol)ggh(m:‘- b 13}19 0010)? .
Ia a3, MOoi. W 0-D: ospnorylase
subclass IgG2b were studied together with Inga (mol. wt 96 800) HSA: human serum albfx)minp(mo{. wt.
isolated from normal rat serum. . 66 300) EA: egg albumin (mol. wt 43 000) cyt c:
Tables 1 and 2 show the relative percentage of cytochrome ¢ (mol. wt 11 700).

Table 1
- Relative proportions of reduction intermediates and of unreduced protein
(H,L,) in proteins of different heavy chain subclasses, after dithioerythritol

(DTE) reduction

Subclass  Protein DTE H,L, H,L H, HL
( ' IgG1 IR595  01mM 316 282 126 27.6
: . 1.0 mM 58 152 205 58.5
IR 656 0.1mM 429 210 5.6 30.5
1.0 mM 3.5 200 192 573
1gG2a IR 530 0.1 mM 16.5 4.1 24 77.0
: 1.0 mM 0 0 5.4 94.6
IR 418 0.1 mM 16.1 45 2.6 76.8
1.0 mM 0 0 46 95.4
Normal 0.1 mM 20.5 21.1 2.6 55.8

1.0 mM o 0 i} 100
IgG2b IR863  0.1mM 109 212 232 447
. 1.0mM 2.7 0 56.3 41.0
gG2¢c IR304  0.1mM 81 347 293 27.9
1.0 mM 0 42 783 17.5
IR 759 0.1 mM 59 126 409 406
1.0 mM 0 54 665 28.1
IR 558 0.1 mM 0 323 239 433
1.0 mM 0 s64 189 24.7
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Table 2
Relative proportions of reduction intermediates and of unreduced protein in
proteins of diffcrent heavy chain subclasses, after dithiothreitol (DTT) reduction

Subclass  Protein  DTT H,L, H,L H, HL
IgG1 IR 595 0.2 mM 604 26.7 7.8 541
X 1.0 mM 12.0 246 10.0 534
IR 656 0.2 mM 42.7 359 6.2 15.2
1.0 mM 10.6 23.7 114 54.3
IgG 2a IR 530 0.2 mM 23.0 6.2 43 66.5
1.0 mM 0 0 5.1 94.9
IR 418 0.2 mM 25.6 34 6.2 64.8
1.0 mM 0 0 38 96.2
Normal 0.2 mM 36.0 19.8 1.8 424
1.0 mM 0 4.0 4.0 92.0
1gG2b IR 863 02mM 314 151 s M2 @
1.0 mM 7.5 17.3 35.6 396
IgG 2¢ IR 304 0.2 mM 5.8 20.1 35.3 38.8°
1.0mM 0 = 588 412
IR 759 0.2 mM 235 34.0 17.6 249
1.0 mM 1.2 16.2 60.5 22.1
IR 558 0.2 mM 22 30.7 15.8 513
1.0mM = 0 24.1 54 705
unreduced protein (H; L, ) and of reduction " effect, the two monoclonal IgG2a proteins and
intermediates (H, L, H, and HL) with dithioerythritol normal IgG2a are almost entirely reduced via the HL
(0.1 mM and 1 mM) and dithiothreitol (0.2 mM and subunit (fig.1). For the other IgG subclasses H, L and
1 mM). The two procedures give almost the same H; reduction intermediates are also present in
results (except for monoclonal IgG2c IR 558). IgG2a significant amounts. However in the IgG1 proteins

appears clearly different from the other subclasses: in studied, the HL subunit is the major product (fig.2),

1gE i
IgG- -

Phobg L/ e
HSA o
EA @

Cytc.

Fig.2. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of protein Fig.3. SDS—polyacrylamide gel electrophoresis of protein
IR 656 (IgG1 subclass) after reduction by DTE. For legend, IR 863 of IgG2b subclass after reduction by DTE. For
see fig.1. legend, see fig.1.
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Fig.4. SDS—polyacrylamide éel electrophoresis of protein
1R 304 of 1gG2c subclass after reduction by DTE. For legend,
see fig.1.

whereas in the monoclonal IgG2b, and two of the
three IgG2c proteins studied, the H, intermediate is
the predominant product, and remains present even
with high concentrations of reducing agent (fig.3,4). -
A discrepancy between the results of DTE and DTT
reduction is observed for the monoclonal IgG2c '
IR 558 immunoglobulin, the major intermediate

‘being the H,L with DTE and the HL with DTT.

4. Discussion

Reduction experiments have clearly shown
differences between the IgG proteins studied and
part of these differences can be related to the
subclass. In IgG2a (monoclonal or normal) proteins,
the almost exclusive product of partial reduction is
the HL subunit with only traces of other inter-
mediates. This implies that in IgG2a the inter heavy-

“chain disulphide bridges are very sensitive to reduction

and suggest that the inter heavy-chain non-covalent
interactions in the hinge region are somewhat weak.

We have noticed that the molecular weight of the heavy
chain of rat IgG2a proteins is smaller than the one of
the other IgG subclasses, in particular IgG2b and IgG2c.
This could be due to a smaller size of the hinge region.
Experiments are undertaken to study the structure of
the hinge of the different subclasses, and answer this
hypothesis. In IgG1 proteins, although H,L and H,
intermediates are present, the major product is the

HL subunit, suggesting that the inter heavy-chain
bonds are more sensitive to reduction than the inter
heavy—light chains bridges. For IgG2b and IgG2c -
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proteins, the results cannot be considered as
characteristic of the subclass. In effect, the IgG2c
proteins behave differently, and only one IgG2b
monoclonal immunoglobulin is available. This
protein is remarkable for the resistance of the inter
heavy-chain bridge to reduction. It will be interesting
in the future to study whether this property is found
in IgG2b from normal serum.

Rat IgG2a is reduced in a similar manner to human
IgG4 [2). This is probably linked to common
structural features of the hinge region, but cannot be
related to common biological properties, as human
IgG4 does aot bind complement, interacts poorly
with macrophages and binds staphyloccocal protein
A, whereas the reverse is true for rat IgG2a [9]. Rat
IgG2a behaves differently from mouse IgG2a, where
H;L and H, intermediates are present [10]. These
results together with differences in the products
obtained by proteolytic cleavage [11] suggest that
the hinge regions of rat and mouse IgG2a do not have
the same conformation.

Acknowledgements

The authors are grateful to Mrs M. T. Picque, : |
Mr J. P. Kints and J. M. Malache for their helpful
technical assistance. H.B. is a staff member of the
European Communities, Biology Division.

References

[1] Spiegelberg, H. L. (1974) Adv. Immunol. 19, 259-293.
{2] Virella, G. and Parkhouse, R. M. E. (1973) Immuno-
chemistry 10, 213-217.
[3] Bazin, H., Beckers, A. and Querinjean, P, (1974) Eur. J.
Immunol. 4, 44-48.
[4] Bazin, H., Beckers, A., Deckers, C. and Heremans, J. F
(1972) Int. J. Cancer 10, 568-580.
[{5] Bloch, K. J., Morse, H. C. and Austen, K. F. (1968)
J. Immunol. 101, 650-657.
{6] Laemmti, U. K. (1970) Nature 227, 680-685.
[7] Bazin, H., Querinjean, P., Beckers, A., Heremans, J. F.
and Dessy, F. (1974) Immunology 26, 713-723.
{8] Lambin, P. (1978) Anal. Biochem. 85, 114-125.
[9] Medgyesi, G. A., Fiist, G., Gergely, J. and Bazin, H.
- (1978) Immunochemistry 15, 125129,
{10] Williamson, A. R. and Askonas, B. A. (1968)
Biochem. J. 107, 823-828.
[11] Rousseaux, J., Bazin, H. and Biserte, G. (1978) 4th Eur.
Immunol. Meet., Budapest, April 1214, abstr. p. 93.



- 85 -

PUBLICATION n° 3



- 86 -

Molecular mmundlogy, Vou. 17, pp. 30482,
& Pesgamon Pross L sd. 19s). Prmsed in Great Britain. -

O161-5890:80,0301-0464 SU2.00:0

THE DIFFERENTIAL ENZYME SENSITIVITY OF
RAT IMMUNOGLOBULIN G SUBCLASSES TO PAPAIN
AND PEPSIN

J. ROUSSEAUX,! G. BISERTE!' and H. BAZIN?

¥ Institut de Recherches sur le Cancer. INSERM U 124, Place de Verdun, BP 3567, 59020 Lille Cédex

and Laboratoire de Biochimic Structurale. Faculié de Médecine, Place de Verdun, 59045 Lille Cédex.

France. and * Experimental Immunology Unit, Faculty of Moedicine, University of Louvain, Clos- .
Chapelle-aux-Champs. 30-1200 Brussels, Belgium

(Received 6 August 1979)

Abstract — Monoclonal 1¢G belonging to the different rat 12G subclasses and 1¢G2a from normal rat serum
were subjected to enzymatic degradation with papain and pepsin under several experimental conditions.
12G1 wasfound the most resistant to papain and 12G2a the most sensitive when the proteins were incubated
in absence of cysteine or with low concentrations of the reducing agent (0.001 Af). Papain digestion in the
presence of 0.01 M cysicine led to the release of non-covalent Fe from rat IgG1, 1gG2a and 1gG2b. IgG1 and
1G22 were the most resistant to pepsin degradation, whereas 1gG2¢ had very high sensitivity 10 the action of
this cnzyme. The cffects of the increase of pepsin concentration and of the addition of cysteine were found to
be different according 1o the IgG subclass. The pepsin Fe (pFc) fragment was generated in significant yields
from rat 1gG2a and 1gG2c. but was absent from pepsin digests of 1gG1. The mechanisms of resistance to

proteolysis and its possible biological significance have been discussed.

INTRODUCTION

‘Monoclonal IgG proteins have been shown to be
differentially affected by proteolytic digestion

and a correlation between susceptibility to
proteolysis and subclasses has been observed.
Human myeloma IgG subclasses differ in their
sensitivity to papain digestion, 1gG3 being the
most sensitive and 1gG2 the most resistant to this
enzymatic cleavage (Gergely et al., 1967; Jefferies
et al., 1967; Gergely et al, 1970); these
differences have also been observed with I1gG
subclasses from normal human serum (Virella &
Parkhouse, 1971; Michaelsen & Natvig, 1971).
Human lIgG subclasses also differ in their
susceptibility to pepsin digestion; the rate of
release and the size of the fragments are different
according to 1gG subclass (Turner et al., 1970a,
b). Studies of mouse myeloma immunoglobulins
G have revealed differences in their sensitivity to
papain cleavage (1gG2b being the most sensitive
and IgG1 the most resistant) as well as to pepsin
and trypsin digestions (Gorini et al., 1969). In
addition, variations of the experimental
conditions, such as the time of incubation, or the
presence or absence of reducing agents, have
shown differences in the sensitivity of the
subclasses and in the size of the fragments
resulting from proteolytic cleavage (Gorini et al.,
1969; Michaelsen & Natvig, 1973).

The discovery of monoclonal rat immuno-
globulins synthetized by the ileocaecal
immunocytomas of the LOU/Wsl rats (Bazin ¢t
al., 1973; Bazin et al., 1974) has permitted the
identification of four rat 1gG subclasses: 1gG1,
1gG2a, 1gG2b and 1gG2c. These subclasses differ
by their biological properties, in particular,
complement binding, interaction with staphy-
lococcal protein A, macrophage binding
{Medgyesi et al., 1978), homocytotropic activity
(Morse et al., 1968). In an atiempt to define
structural differences between rat 1gG subclasses
and to relate them to 1gG subclasses of other
species, we ‘have investigated, in the present
work, the susceptibility to papain and pepsin
digestion of monoclonal immunoglobulins 1gG
of the LOU rat and of 1gG2a from normal rat
serum. '

MATERIAL AND METHODS

Immunocytomas

Immunocytomas producing monoclonal
immunoglobulins were maintained in our
laboratory by transplantation in LOU/M/Wsl
rats or (LOU x Wistar) F, hybrids as described
previously (Bazin er al., 1972), except for the
immunocytoma IR 863 producing an 1gG2b
monoclonal protein that was transplanted in
(LOU x OKA)F| hybrids.
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Purification of rat immumoglobuling

Norniai serw.a was obtained from randomly
bred Wistar rats.

Monoclonal immunoglobulins were isolated
from ascites or sera of rats bearing tumors.
Purification of IgG2a (from tumors IR 33and IR
530) and of 1gG1 (from tumors IR 595 and IR
656) was performed as described previously
(Bazin ¢1 al.. 1974). One monoclonral 1¢G2a
(from tumor IR 418) was isolated by
DEAE—ccllulose chromatography with lincar
gradient elution from 0.05 Af Tris-HCI, pH 8.0,
10 0.05 M Tris. 0.1 M NaCl. pH 8.0. Monoclonal
1¢G2c immunoglobulins (from tumors [R 304,
IR 538 and IR 759) were isolated by ammonium
sulfate precipitation at 40",. followed by
chromatography on CM-ccllulose (CM-32)
equilibrated with 0.2 M sodium acctate bufler
pH 4.2. Purification was achieved by stepwise
elution 10 0.2 M Na-acetate. 0.2 M NaCl. pH 4.2.
Monoclonal 1gG2b (from tumor IR 863) was
isolated by precipitation with saturated
ammonium sulfate at 40", followed by
DEAE—cellulose chromatography with convex
gradient elution from 0.05 A7 Tris-HCL pH 8.010
0.1 M Tris. 0.5 M NaCl. pH 8.0.

Normal rat IgG2a was isolated by chromato-
graphy of the proteins of normal rat serum
precipitated by ammonium sulfate at 40", on a

- DEAE—cellulose column equilibrated in 0.005 M

phosphate buffer, pH 7.4. The first peak eluted
by the same buffer represents 1gG2a with
sometimes some 1gG2b.

Antisera

Polyvalent rabbit antisera to normal rat serum
were purchased from SEBIA (France). Antisera
monospecific for the heavy chain of rat 1gG
subclass were prepared as described previously
(Bazin er al.. 1974).

Enzymes

Mercuripapain (25 mg/ml) and twice crystal-
lized pepsin were from Sigma Chemical Co.

Twice crystallized papain (38 mg/m!) was from

Worthington Biochemical. -

Enzymatic digestions

~ Enzymatic digestions were conducted with the
buffers described by Gorini et al., (1969) in the
following conditions.

Papain digestions. Rat 1gG at a concentration
of 10 mg/ml were digested (1) with
mercuripapain in the presence of 0.00f M

cysteine or with 2 x crystallized papain without
cysteine al an cnzyme to protein ratic of
E;S = 1",(w/w)or 5, for 4 hr or 18 hr: (2) with
mercuripapain or 2 x crystallized papain in the
presence of 0.01 M cysteine at E/S = 1, for4 hr
or 18 hr.

Pepsin digestions. Digestions of 4 hr or 18 hr
were performed with an enzyme (o protein ratio
of 1", (with or without the presence of cystcine
0.01 M), or 5*,.. 1gG were dissolved in the sodium
acetate 0.1 M buffer, pH 4.5, dialyzed 16 hr at
4 C against the same buffer, and adjusted 10 a
concentration of 10 mg/ml prior to digestion.
Increasing immunoglobulin concentrations from
10 to 30 mg/ml and an E/S of 3", were also used.

Imnuamoclectrophoresis

Immunoelectrophoresis was carried out on 10
x 10 cm slides of 1%, agarose in sodium barbital
buffer 0.078 M. pH 8.2. Immunoglobulins or
enzymatic digests (0.25-0.5 mg) were analyzed
using rabbit antiserum to rat serum proteins and
goat (or rabbit) serum monospecific for the
heavy chain of the IgG subclass.

Polvacrylamide gel electrophoresis in SDS

Polyacrylamide gel electrophoresis was
carried out according to the procedure described
by Laemmli (1970) with the following
modifications.

Electrophoresis of the unreduced samples was
performed in a gradient of acrylamide for 5-25%,
concentration (in 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8.
0.1, SDS), cast into a mold containing two glass
cells (inner dimensions 13 x 10 x 0.1 cm) held
by a simple device recently described (Kerckaert,
1978). The stacking gel contained 59,
acrylamide, 0.125 M Tris-H,SO,, pH 6.8, and
0.1°, SDS. The samples to be electrophoresed
were prepared as follows: immunoglobulins
digests or controls were diluted to a
concentration of 4 mg/ml and dialyzed against
0.025 M Tris, 0.192 M glycine buffer, pH 8.3.
After dialysis, they were adjusted to a protein
concentration of 2 mg/ml in 5% SDS, 0.075 M
iodoacetamide. The solutions were heated for 5
min at 96°C and a further 30 min at45°C. Protein
(10-20 p1g) was loaded on the gel. The molecular
weight markers included in the run were: human
serum albumin (mol. wt 68,000), egg albumin
{mol. wt 43,000), cytochrome C (mol. wt 11,700)
and, in some cases, rat 1gE (mol. wt 189,000), rat
IgG2a (mol. wt 156,000), phosphorylase b (mol.
wt 96,000) and glyceraldehyde phosphate
deshydrogenase (mol. wt 35,700).
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Llectrophoresis of the reduced samples was
carried out in a similar manner. except that in
some cases 107, acrylamide gel was used instead
ol the gradient 3-25" . The samples were prepared
as deseribed betore except that 2-mercaptoethanol-
wis added 10 the dialyzed samples (final
concentration 5°,) and iodoacetamide omitted.

After clectrophoresis (2 hr 30-3 hr at 40 mA ).
the gel slabs were stained with 0.1°, Coomassic
Briliunt  Blue in mcthanol‘trichloroacctic
acid water (25,25:50). The molecular weights of
the immunoglobulins and their fragments were
estimated from a calibration curve of the
logarithm of molecular weight markers against
their distance of migration in the gel. For high
molecular  weight  fragments (above 80,000
daltons) a calibration curve of the log of mol. wt
markers against the log of the concentrations of
acrylamide rcached by the marker was found
more accurate (Lambin. 1978).

RESULTS

After proteolvtic cleavage. the immuno-

glohulix@ digests were analyzed by polvacry-
lumide gel electrophoresis in SDS (PAGE-SDS)
with or without the reduction of the materials by
2-mercaptoethanol (2 ME) and by immunoelec-
trophorcesis.

Pupuin digestion studics

Analvsis of the sensitivity 1o papain of rat 1¢G
subclasses. In order to distinguish between
papain resistant and papain sensitive rat 1gG
subclasses. a procedure similar to the one
described for human 1gG (Gergely er al.. 1970
was used. Monoclonal 1gG  belonging to
different rat IgG subclasses and 1gG2a isolated
from normal rat serum (NRS) were digested 4 hr
either with mercuripapain in the presence of
cysteine 0.001 M. or with twice crystallized
“papain in the absence of cysteine. Figure | shows
the pattern obtained in PAGE-SDS after
digestion with mercuripapain at an enzyme to
protein ratio of 19, (wjw) or 5%, of 2 monoclonal
IgG1, 3 monoclonal IgG2a and 1gG2a from
NRS, 1 igG2band 31gG2c monoclonal proteins.
With an enzyme to protein ratio of 19, IgG1 and
IgG2b proteins appeared the most resistant to
papain, 1gG1 being almost only digested in a
high molecular weight fragment (mol. wt
105,000-115.000 daltons), whereas for 1gG2b. a
large amount of undigested material (mol. wt
156,000) was present. Low molecular weight
fragments (mol. wt 50,000 and 27.000) were
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releised in significant amounts from  1gG2a
proteins. With a higher concentration of enzyme
(8, relative to protein). [gG U appeared the most
resistant, with the presence of a high molecular
weight fragment, whercas in all the other
subclasses digestion in low molecular weight
fragments was nearly complete. The component
of high molecular weight released from 1gGl s
very probably a F(ab),. as afier reduction by 2
ME. 4 protein band of mol. wi 23.000-25.000
wis only observed (i.e. light chain and Fd
molecular weights).

Papain  resistance of the 1gG1 subcluss was
further demonstrated when the rat 1gG were
digested with 2 x crystallized papain (Fig.
JA). The 1gG1 proteins were almost undigested.
even with a high papain concentration (5°,). In
the same conditions, cleavage of 1gG2a was
much more complcte. those of 1gG2b and 1pG2c
being only partial.

Immunoclectrophoresis was performed to
detect the release of Fab and Fc fragments from
the proteins. With mercuripapain  at  1°,
concentration relative to protein (Fig. 3).
precipitation lines of Fab and Fc mobilities were
alrcady observed within 4 hr of digestion for
1gG2a. whereas no Fab and Fc lines were present
in 1gG1 and 1gG2b digests after the same time of
digestion: Fc lines could only be observed after
18 hr. For 1gG2c. Fab and Fc lines were present
in a 4 hr digest but the digestion was not
complete after 18 hr. as a third precipitation
band sharing common determinants with Fab
and Fc wias observed. With a higher enzyme
concentration (3",), cleavage in Fab and Fc
appeared complete for 1gG2a and 1gG2b: on the
contrary. a precipitation line of a mobility
similar to undigested protein was observed in
12gG1 and 1gG2c digests. )

The effect of cysteine on papain digestion.
Ideniification of the fragments released by papain
in the presence of 0.01 M cysteine. Incubation
with 1, papain in the presence of 0.01 M cysteine
led to an almost complete cleavage of the papain
resistant rat 1gG subclasses: 1gG1 and IgG2b
(Fig. 2B). For these two subclasses, a minor
component of mol. wt around 100,000 was
demonstrated by PAGE-SDS. together with
main bands of mol. wt 50,000 and 27,000
(1gG2b) or 28,000 (1gG1). A small amount of
material of high molecular weight was also
present in 1gG2c digests but not in lgG2a.
Immunoelectrophoresis (Fig. 4) showed only for
1gGl proteins an intermediate precipitation
band between Fab and Fc lines. The
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Fig. 1. PAGE-SDS (gradient 5-25% acrylamide) of papain digests of rat 1gG (digestion 4 hr with

mercuripapain and 0.001 M cysteine). (a) 1gG1 IR 595; (b) 1gG1 IR 656; (c) 1gG2a IR 530;(d) 1gG2a IR 418;

(e) 12G2a from normal rat serum; () IgG2a IR 33; (g) 1gG2b IR 863; (h) 1gG2c IR 304; (i) IgG2c IR 558; (j)

1gG2c IR 759. Molecular weight markers: rat IgE (mol. wi: 189 x 10%), rat 1gG2a (156 x 10°),

~ phosphorylise b(96 x 10°), human serum albumin (68 x 103), egg albumin (43 x 10%), glyceraldehyde-3-
phosphatc deshydrogenase (35.7 x 10%), cytochrome C (11.7 x 10%).
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. Fig. 2. PAGE-SDS (5-25", acrylamide) of rat igG (1gG1 IR 595, 1gG2a IR 530. 1gG2b IR 863.1gG2c IR
304) after digestion with 2 x crystallized papain (1°,). (A) Digests in the absence of cysteine: (B)digestsin the
presence of 0.01 A cysteine: (a) 4 br digests: (b) 18 hr digests. Left—mol. wt x 1073

approximate molecular weight of the main
protein bands observed by PAGE~SDS with or
without reduction of the digests by 2 ME is given
in Table 1. For three of the subclasses, 1gG1,
1gG2a and IgG2b, one of the components has the
‘same molecular weight with or without reduction
by 2 ME: 28,000 for IgG1, 27,000 for 1gG2a and
1gG2b. In 1gG2c digests a main protein band of
50,000 daltons was observed together with minor
bands of mol. wt 75,000 and 23,000; after
reduction by 2 ME, the main component has a
mol. wt of 23,000 (molecular weight of the light
chain) and is associated with minor bands of mol.
wt 25,000, 27,000 and 11,000. A component of

Table 1. Molecular weights of the main components

observed by PAGE-SDS of rat IgG papain digests (1%

papain withcysteine 0.01 M) with or without reduction by 2-
mercaptoethanol (2 ME) at 5% final concentration

Digest reduced
Unreduced digest with 2 ME
- 50,000 23-25.000
1gG! 28,000 28.000
50,000 23-25,000
18G2a 27,000 27.000
68,000
1gG2b 52000 By
27,000 :
50.000 23,000
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Fig. 3. Immunoelectrophoresis of rat IgG subclasses native and digested with mercuripapain at enzyme to
protein ratio of 17, 0r 57, in the presence of 0.001 M cysteine. Anti y2c antiserum is also anti-idiotypic for the
. - 1gG2c protein (IR 304).
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Fig. 4. Immunoelectrophoresis of rat IgG subclasses native and digested with papain at 1°, enzyme to
protein ratio in the presence of 0.01 A cystcine. Anti y2¢ antiserum is also anti-idiotypic for the IgG2c
protein (IR 304),




- 93 -

476 J. R'OUSSEAUX. G..BISERTE and H. BAZIN
MW. - 1gG 1gG2a IgG2b 1gGa2c
A x10° @ b ¢ g¢.'! e | gg hY i

18 S 4 )
15 6ui g ! — '

o L} ———
e B T
96’ A— Wraagy T— n— ——
68cpr oo
357> o=
1170 o
——— o~
B
96 i
74 *’ [ .
N =
15 B e — S -
357 = o= -
i B — s - -
T o -

v

Fig. 5. PAGE-SDS (5-25°, acrylamide gradient) of rat IgG digested 4 hr with pepsin at 12, (w/w) enzyme to

protein ratio. (A) Unreduced digests. {B) Digests reduced by 2-mercaptocthanol (final concentration 5%,,). (a)

IgG1 IR 595: (b) 1gG1 IR 656: (c) [gG2a IR 530: (d) 1gG2a IR 418; (¢) 1gG2a from normal rat serum:
() 1gG2a IR 33; (g) 1gG2b IR 863; (h) IgG2c IR 558: (j) IgG2c IR 759.

mol. wt 68,000 was present in PAGE-SDS of
IgG2b digest, but absent after reduction by 2
ME, where only two components of mol. wt
23.000-25,000 and 27,000 were demonstrated.
Taken together, these results suggest that papain
release Fab fragments (mol. wt 50,000) and a
non-covalent Fc from rat IgG2a (mol. wt 27,000)
and IgG1 (mol. wt 28,000). For IgG2b, the two
components of 68,000 and 27,000 daltons
probably represent a covalent and a non-
covalent Fc, respectively. In the case of 1gG2c,
no component that could be taken for a
non-covalent Fc was demonstrated.

Pepsin digestion studies

Figure 5 shows the pattern in PAGE-SDS of
monoclonal Ig belonging to different rat IgG
subclasses and 1gG2a from NRS after a 4 hr
digestion with 1Y%, pepsin. All the proteins
appeared only partially digested except proteins

of the IgG2c subclass, in which a complete
clcavage in fragments similar in size to F(ab),
{mol. wt 96,000) and pepsin Fc, pFec (mol. wt
13,000) has occurred. After reduction of the
digests by 2 ME. it was noticed that in all but the
IgG2c subclass, the undigested heavy chain was
present in large amounts. A component of mol.
wt 24,000-25,000 daltons, i.e. similar in size to
Fd’, was observed together with the light and
heavy chains; pFc was clearly seen in the IgG2a
and 1gG2c digests.

The increase of the time of digestion to 18 hr
and/or the enzyme concentration to 5% relative
to protein led to a much more complete cleavage
of the IgG subclasses. However, the cleavage of
the 1gG1 and 1gG2a proteins was still incomplete
after 18 hr at 5% pepsin (Fig. 6). 1gG2b appeared
very sensitive to the increase of time and enzyme
concentration (Fig. 7). After 18 hr of incubation
with 5%, pepsin, a component of mol. wt-78,000
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Fig. 6. PAGE-SDS (5-257; acrylamide) of pepsin digests of rat IgG1 (IR 595) and 1gG2a (IR 530). (2)
Native protein: (b) 4 hr digest with 17, pepsin: (c) 18 hr digest with 19 pepsin; (d) 4 hr digest with 5°, pepsin:
(e) 18 hr digest with 5%, pepsin.

was predominant (Fig. 7e); after reduction of the
digest by 2 ME, only a band of mol. wt 35,000
was observed and no band of light chain,
Immunoelectrophoresis (Fig. 8) showed two
precipitation lines of mobility identical to the
protein. For the 1gG2c subclass, the increase of
enzyme concentration led to the production of
multiple components of mol. wt 46,000~-50,000,
i.e. similar in size to F(ab)’ fragments (Fig. 9).
Their appearance was proportional to the
decrease of F(ab),. After reduction by 2 ME (Fig.
10), it was noticed that the appearance and
increase of F(ab)’ fragments correspond to the
. production of a band of mol. wt 22,000, together
with components of mol. wt 25,000, 23,000 (light
chain) and 12,000 (pFc).
Incubation with pepsin in the presence of

xlO‘s
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g °
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Fig. 7. PAGE-SDS (5-25%, acrylamide) of rat lgGZb IR

+863. (a) Native protein; (b) 4 hr digest with 1%/ pepsin; (c) 18

hrd:gest with 19, pepsin; (d)4hrd|gcsxwuh5 % pepsin; (e) 18
fir digest with 5%, pepsin.
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Fig. 8. tmmunociectrophoresis of rat 12G subclasses native and digested with 19 (w/w) or 5“‘, (w/w) pepsin.
Anti 32¢ is also anti-idiotypic for the IgG2¢ protein IR 304. Arrows indicate the position of pFe.
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Fig. 9. PAGE-SDS (5-25", .wr\l.xmndunl 4 hrdigests with pepsin of rat lg(sl R 595 1gGa (IR S30rand
12G2e (IR 304), (1) Native lgGl 2y native 1gG2a. (3) native lpG2e. (a) Digest with 1", (w w) pepsin: (b)

digest with 5°,, (w w) pepsin: (¢) digest with 17,

cysteine (0.01 M) has no significant effect on the
digestion of 1gG1 and 1gG2b proteins. For the
1gG2c subclass, an increase of the production of
. F(abY fragments was observed (Fig. 9). 12gG2a
appeared the most sensitive to the addition of
cysteine. as significant amounts of a F(ab)
fragment were produced in these conditions (Fig.
9).

Another difference between the rat 1gG is the
amount of pFc released from the proteins
according to the lgG subclass. Immuno-
electrophoresis (Fig. 8) and PAGE-SDS (see
Figs. 6. 7,9, 10) indicated clearly the presence of
pFc in the case of 1gG2a and IgG2c: less was
released from 1gG2b, but this fragment was not
detected in the case of IgG1. The modification of
the protein concentration from 10 to 30 mg/ml

a b ¢

d ‘4
L MWx10

Fig. 10. PAGE-SDS (525", acrylamide)of pepsin digests of

rat 1gG2c (IR 304) reduced by 2-mercaptocthanol (5, final

concentration). (a) 4 hr digest with 17, (wyw) pepsin; (b) 13 hr

digest with 1%, pepsin: (c) 4 hr digest with 57, (w/w) pepsin;

(d) 18 hr digest with 57, (w/w) pepsin. L, light chain of 13G2¢c
(IR 304).

. (W W) pepsin in the presence of 0. " M cysteine.

had no significant effect on the release of F(ab),
and pFc from IgGl monoclonal proteins.

DISCUSSION

The results of these studies indicate that rat

"1gG molecules are ditferentially affected by

papain and pepsin cleavages and that the
differences are related 10 the IgG subclass.
Resistance to papain was clearly demonstrated
when the proteins were incubated in the absence
of cysteine or with low concentration of the
reducing agent {0.001 M). 1gG1 was found the
most resistant to papain, as the majority of the
fragments produced (even with high con-
centration of the enzyme) were of high molecular
weight and related 1o F(ab),. The susceptibility
to papain cleavage was found in the order:
1gG2a>1gG2c > 1gG2b>1gGl. The resistance
to papain of rat IgG1 resembles the one of mouse
IgG1 (Gorini et al., 1969) and those described in
other species: human 1gG2 (Gergely et al., 1967;
Jefferies er al.. 1967: Gergely et al., 1970); bovine
colostral 1gGl (Fang & Mukkur, 1976; Wic ¢t
al., 1978); goat IgG2 (Micusan & Borduas, 1975)
and a subpopulation of rabbit IgG (Jefferies &
Stanworth, 1967). Rat 1gG2a appears more
sensitive to papain than mouse IgG2a (Gorini ef
al., 1969). This may be related to a greater
accessibility of the hinge to papain, as it has also

- been demonstrated that the inter heavy chain

bridges of the hinge region are very labile to
reduction (Rousseaux et al., 1979). The
‘molecular features responsible for the resistance
(or sensitivity) to papain are not well established.
The number of inter heavy chain disulphide
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bridges. and the sequences of the hinge region in
human 1gG (Frangione & Milstein, 1968;
Edelman er al., 1969: Pink et al., 1970; Milstein &
Frangionc, 1971. Adlesberg er al, 1975;
Michaelsen & Natvig, 1974) and in mouse 12G
(Svasti & Milstein, 1970, 1972; De Préval et al.,
1970) do not demonstrate clear structural
relationships  between the 1gG  subclasses
resistant (or sensitive) to papain. Perhaps the
structural analysis of the hinge of rat 1gG
subclasses and comparison to human and mouse
teG by the use of secondary structure predictions
(Chou & Fasman, 1974) could demonstrate the
molecular mechanism of resistance to papain.
The presence of an oligosaccharide in the hinge
region has been proposed to explain the
resistance to papain of some molecules of rabbit
12G (Fanger & Smyth. 1972a, b). However, such
an oligosaccharide has not been found in the
sequence of the y heavy chain of mouse 1gGl. a
papain-resistant IgG subclass (Atedugbo, 1978).
Nevertheless, carbohydrate analyses of rat 1gG
subclasses are in progress to find out whether a
correfation between sugar composition and

Tesistance to papain could exist.

The addition of cysteine at the concentration
0.01 M led to a complete cleavage of all 1gG
subclasses in Fab and Fc fragments. Gorini ez al.
(1969) have suggested that cysteine induces a
steric rearrangement of the molecule rather than
a reduction of the disuifide bonds of the hinge.
The molecular weight of the fragments observed
in PAGE-SDS are consistent with the release by
papain of a non-covalent Fc from 1gG2a and
IgG! and with the presence of both a non-
covalent and a covalent Fc in rat IgG2b digests.
No component of the molecular weight of a non-
covalent Fc was found in rat 1gG2c digests.
Arend et al. (1977) have found that long time
digestion with papain of rat IgG2a releases two
types of non-covalent Fc: Fe(1) (mol. wt 25,300)
and Fe(II) (mol. wt 20,300). Such heterogeneity
of the Fc was not demonstrated by our
experiments as only a small amount of
component of mol. wt 20,000 was observed.
However our papain digestions were performed
at neutral pH instead of the acid pH (5.5) used by
Arend et al. (1977).

Subclass differences in susceptibility to pepsin
digestion were also put in evidence by our
studies. 1gG1 and 1gG2a were found the most
resistant and 1gG2c the most sensitive to pepsin.

- An order of sensitivity could be defined:

IgG2c > 1gG2b > 1gG2a > 1gGl.  Fragments
similar in size to F(ab)’ were detected ini two IgG

subclasses: 1¢G2c and 1gG2a. They arose in
different experimental conditions and their
genesis appears different. In the case of 1gG2c,
the amount of F(ab) fragment released by
pepsin increased with the length of incubation
and with high enzyme to protein ratios. The
increase was proportional to the disappearance
of F(ab). Examination of the products of
digestion by PAGE-SDS with reduction by 2
ME suggested that F(ab) arose from the break-
down of F(ab), by adigestion of the hinge region.
In the case of 1gG2a, the release of F(ab)
fragments was obscrved mainly when pepsin
digestion was conducted in the presence of
cysteine (although a small amount was present in
digestion without cysteine). This is very probably
related to the high sensitivity to reduction of the
inter heavy chain bridges of IgG2a (Rousseaux et
al.. 1979). No evidence for a proteolytic cleavage
of the hinge was obtained as it was the case for rat
1gG2c.

Another clear difference between rat 1gG
subclasses is the amount of pFc released upon
digestion by pepsin. A good yield of pFc was

" obtained from the IgG2a and 1gG2c proteins,

less was released from 1gG2b, but this fragment
was not detectable from JgGl, whatever the
experimental conditions. The differences are
probably related to the structure and
conformation of the Cy, domain and of the inter
Cy,~Cy, region. Relevance of the similar release
of pFc (i.e. almost the Cy,) from 1gG2a and
IgG2c to the known biological properties of
these two subclasses can be pointed out. In effect,
among rat I1gG, 1gG2a and 1gG2c both bind to
macrophages (Medgyesi et al., 1978). a function
known to be effected by the Cy; domain
(Yasmeen ez al., 1973; Dorrington & Painter,
1974, Okafor et al., 1974; Ciccimara et al., 1975).

No clear identity between rat 1gG and mouse

or human IgG can be defined by our pepsin
digestion studies. The sensitivity to pepsin of rat
I1gG2c resembles the one of human 1gG3 or
mouse 1gG2b; however, a good yield of pFc is
obtained from rat 1gG2e, whereas this is not the

case for human 1gG3 and mouse IgG2b. Rat .
IgG2a and human 1gG1 behave similarly as both

are resistant to pepsin and give a good release of
pFec, but the effect of cysteine on human IgGl is
not known. F(ab); of the human IgG2 subclass
are sensitive to further break-down as for rat
IgG2c, but the former is pepsin resistant,

whereas the latter is very sensitive to the enzyme. .

Nevertheless, it can be observed that in man as in
rat, one IgG subclass is resistant both to papain
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and pepsin: human IgG2 and rat 1gGl.

it is not known whether resistance of a
particular 1gG subclass to proteolytic enzymes
analyzed in our study may reflect a resistance to
other enzymes, especially bacterial proteases. If
this was the case, it could represent, as suggested
for human 1gA2 by Torano & Putnam (1978), an
escape from bacterial proteases and therefore
have a biological significance. Further studies

with different enzymes of bacterial origin would

give an answer to this hypothesis.
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Monoclonal IgG belonging to the four rat 1gG subclasses (1gG,, 1gG,,, 1gG,,, 1gG,.) and some IgG
subclasses from normal rat serum were subjected to enzymatic degradation with Staphylococcus aureus V8
proteinase. The results show that only one subclass, IgG,,, is significantly cleaved by the enzyme, with the
release of two main products identified as F(ab), and Fc-like fragments. This unique susceptibility of the
I1gG,, subclass represents therefore an easy means of identification and also offers a simple procedure for a

preparation of F(ab), fragments from monoclonal IgG,, antibodies.

lntroductic;n

Enzymatic hydrolysis has been used for several
vears as a means of immunochemical analysis of
the immunoglobulins. especially the characteriza-
tion of the IgG subclasses. The differential enzyme
sensitivity and the differences in size of the frag-
ments released by enzymatic digestion have con-
stituted an alternative approach to the use of
monospecific antisera in the 1gG subclass char-
acterization of myeloma proteins [1]. The effects of
papain and pepsin have been extensively studied
in different species, especially man [2-5], mouse
[6]. rat [7]), cow [8] and goat [9]. The action of
trypsin has also been investigated in man [10],
mouse {6] and rat [11]. Cleavage of IgG subclasses
by other enzymes has also been reported to a
lesser extent [12-15). A detailed knowledge of
enzyme sensitivity of IgG subclasses in rat as in
mouse has gained importance because of the re-
cent development of hybridoma technology and
the now extensive use of monoclonal antibodies.

In the present study, the action of the
staphylococcal enzyme S. aureus V8 proteinase,
specific for glutamic and aspartic residues [16-18],

0167-4838,/83 /$03.00 © 1983 Elsevier Science Publishers B.V.

on rat' IgG subclasses (IgG,, IgG,,, 1gG,, and
IgG,.) has been investigated. The results show
that only one subclass, 1gG,,, is significantly
cleaved by S. aureus V8 proteinase. The two main
fragments released by enzymatic digestion of the
18G,, subclass are of F(ab), and Fc types. This
subclass can therefore be easily identified in
monoclonal rat IgG or in fractions of IgG from
normal rat serum.

Materials and Methods

Purification of rat immunoglobulins. Monoclonal
rat 1gGs were isolated using procedures previously
described [19,20}. IgG,, and a fraction containing
both IgG,, and IgG,, were isolated from normal
rat serum (obtained from randomly bred Wistar
rats) by chromatography on DEAE-cellulose (DE-
32, Whatman) and elution with 0.005 M and 0.01
M sodium phosphate buffers, pH 7.4, respectively.

IgG, and IgG,. from normal rat serum were iso- .

lated by chromatography on Protein A-Sepharose
(Pharmacia) as previously reported [21].

Antisera. Polyvalent rabbit antisera to rat serum
proteins were purchased from Sebia. Antisera
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specific for Fab of rat 1gG. Fe of rat I1gG, and
antisera specific for IgG subclasses were prepared
essentially as reported in Ref. 19.

Enzymatic digestions. Proteinase from S. aureus
V8 was purchased from Miles Laboratories. Diges-
tions were performed in three different buffers: 0.1
M ammonium acetate. pH 4.0: 0.1 M ammonium
carbonate,/0.002 M EDTA. pH 7.8; 0.1 M sodium
phosphate/0.002 M EDTA. pH 7.8 {18]. Rat 1gGs
(10 mg/ ml) were digested for 4 h at 37°C with an
enzyme/protein ratio of 1/30 (w/w). The diges-
tion was stopped by quick freezing of the samples.

- Until analysis, samples were stored at —70°C.

Isolation of the proteolvtic fragments from mono-
clonal rat I1gG,,. Digestion of monoclonal rat IgG.,
(IR 863) was performed for 4 h at 37°C in 0.1 M
sodium phosphate/0.002 M EDTA buffer. pH
7.8, using an erizyme/ protein ratio of 1,/30. The
digest was dialyzed at 4°C against 0.01 M sodium
phosphate/0.15 M NaCl buffer, pH 7.4 and frac-
tionated at 4°C on an Ultrogel AcA-44 (IBF,
France) column equilibrated in the same buffer.
Further purification of the fragments was achieved
by chromatography on DEAE-cellulose (DE-32.
Whatman) and sequential elution with sodium
phosphate buffers as reported in Ref. 11.

Immunoelectrophoresis. Immunoelectrophoresis

was carried out in 1% agarose with 0.078 M sodium
barbital buffer. pH 8.2.

_ Polvacrylamide gel electrophoresis. - Polyacryl-
amide gel electrophoresis in SDS was performed as
described by Laemmli {22] with the modifications
previously reported [7].

Results

Analysis of the digestion products from the four rat
IgG subclusses

Monoclonal IgGs belonging to the four differ-
ent rat IgG subclasses were digested with S. aureus
V8 proteinase in three different buffers: (1) 0.1 M
ammonium acetate buffer, pH 4.0; (2) 0.1 M am-
monium carbonate buffer /0.002 M EDTA buffer,
pH 7.8; (3) 0.1 M sodium phosphate/0.002 M
EDTA buffer, pH 7.8 [18]. The digestion products
were analyzed by polyacrylamide gel electrophore-
sis in SDS, with or without reduction of the dis-
ulfide bridges, and by immunoelectrophoresis. Fig.
1 shows the patterns obtained by SDS-poly-

acrylamide gel electrophoresis after digestion in
buffers 1, 2 or 3. In non-reducing conditions (Fig.
1. part A). it was observed that IgG incubated in
acetate buffer give multiple bands with M, slightly
lower than that of the intact IgG. but release of
clearly identifiable fragments was only observed
for monoclonal IgG,, IR 863 and IgG, IR 27. For
IgG,, IR 863, a fragment with M, 28000 was
released after incubation in acetate buffer. A frag-
ment with M, about 10000 was noticed in the case
of IgG, IR 27. IgG incubated in carbonate or in
phosphate buffers. pH 7.8. gave almost the same
patterns (Fig. 1A, parts 2 and 3). A significant
cleavage was only observed in the case of 1gG.,,, IR
863. This 1gG was found completely split into two
main fragments with M, 105000 and 28 000. Anal-
ysis of the digestion producis after reduction of
the disulfide bridges is shown in Fig. 1B. For most
of the IgG. low molecular weight products (be-
tween 10000 and 12000) were observed after di-
gestion in one of the three different buffers. In
addition, fragments with M, slightly lower than the
light chain were found. more especially for I1gG
digested in phosphate buffer (see Fig. 1B. part 3).
Components with M, slightly lower than the heavy
.chain (between 45000 and 50000) were also ob-
served in several cases (see for example IgG di-
gested in acetate buffer in Fig. 1B, part 1). The
only IgG for which a complete cleavage of the
heavy.chain was obtained after digestion at pH 7.8
was IgG,, IR 863. Three main components were
observed in addition to light chain: M, 28000.
26000 and 21 000. Among these three components.
it must be noticed that one has the same M,
28000, in reducing and non-reducing conditions.
Immunoelectrophoretic analyses of the diges-
tion products from monoclonal IgG are shown in
Fig. 2. The presence of precipitation lines with
mobility clearly different from that of undigested
1gG was only noticed in the case of 1gG,, IR 863
digested at pH 7.8 in carbonate or phosphate
buffers (see Fig. 2). One line had an anodic mobil-
ity and reacted with an anti-Fcy antiserum. The
other had a mobility slightly more cathodic than
undigested IgG and did not react with an anti-Fcy
antiserum. S
IgG subclasses isolated from normal rat serum
were also digested with S. aureus V8 proteinase.
Three purified subclasses. IgG,. 1gG,, and IgG,,,
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and a fraction containing both 1gG,, and 18G,,
(in a ratio of about 1/1 as determined by single
radial immunodiffusion with specific anti-y,, and
anti-y,, antisera) were digested with S. aureus V8
proteinase in phosphate buffer, pH 7.8. The diges-
tion products were analyzed in SDS-polyacryla-
mide electrophoresis (Fig. 3). Analysis in non-re-
ducing conditions (Fig. 3) showed that a fragment
of M, 105000 was observed for the fraction con-

207

taining 1gG,, and 1gG,,. Other IgG subclasses
seemed more or less uncleaved by S. aureus V8
proteinase. Analysis in reducing conditions (Fig.
3) showed that the fraction containing I1gG,, and
1gG,,, not subjected to hydrolysis (lane 7) con-
tained two y heavy chains with different molecular
weight: the first (M, 55000) has the same molecu-
lar weight as y,, heavy chain from monoclonal
IgG. while the second ( M, 52000) has the molec-
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Fig. 1. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of monoclonal rat [gG digested with S. aureus V8 proteinase. A. Unreduced samples.
B. Samples reduced with 2-mercaptoethanol (final concentration 5%). (1) Digestion in 0.1 M ammonium acetate buffer pH 4.0; (2)
digestion in 0.1 M ammonium bicarbonate,/0.002 M EDTA buffer. pH 7.8: (3) digestion in 0.1 M sodium phosphate /0.002 M EDTA
buffer. pH 7.8. a, IgG, IR 27; b, IgG,, IR 418: c. IgG,, IR 530; d. 1gGy IR 863: e. 1gG,, IR 304. Numbers on the left indicate the
position of molecular weight markers (X 10~2): rat 1gG (155-10%); phosphorylase b (96-10%); human serum albumin (68- 10y,
ovalbumin (43-10%); glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (35.7- 10*); cytochrome ¢ (11.7-10%).
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Fig. 4. Purification of fragments released from digestion of rat
12G,, IR 863 (50 mg) with S. aureus V8 proteinase in 0.1 M
sodium phosphate/0.002 M EDTA buffer. pH 7.8. A. Gel
filtration on Ultrogel AcA-44 column (2.6 X 90 ¢cm) in 0.01 M
sodium phosphate/0.15 M NaCl buffer. pH 7.4 (flow rate. 15
ml/h: volume of fractions. § ml). Arrows indicate the position
of molecular weight markers. IgG. rat 1gG,,: BSA. bovine
serum albumin; OVA. ovalbumin. B. Purification of fraction 3
by DEAE-cellulose chromatography (column dimensions. 1.6 X
10 cm: flow rate. 15 ml/h; volume of fractions. 5 mi). Elution
buffers: 0.01 M sadium phosphate. pH 7.8, followed by 0.2 M
sodium phosphate. pH 6.8, at the point indicated by the arrow.

Fig. 2. Immunoelectrophoresis of monoclonal rat IgG (1gG, IR
27. IgGa, IR 530. 1gG,, IR 863. I3G,, IR 304) digested with S.
aureus V8 proteinase. (1) Digestion in 0.1 M ammonium acetate
buffer. pH 4.0: (2) digestion in 0.1 M ammonium carbonate/
0.002 M EDTA buffer, pH 7.8: (3) digestion in 0.1 M sodium
phosphate buffer. pH 7.8. Anti-RS: antiserum to rat serum
proteins: anti-Fcy: antiserum to Fc of rat IgG.
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Fig. 3. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of 1gG fractions from normal rat serum after incubation with S. aureus V8 proteinase
in 0.1 M sodium phosphate/0.002 M EDTA buffer, pH 7.8. Left. unreduced samples. Right. samples reduced with 2-mercaptoethanol
(final concentration 5%). 1. native 1gG,; 2, IgG, digested with S. aureus V8 proteinase: 3. native 1gG,,: 4. 13G,, digested with §.
aureus V8 proteinase; 5, native 18G,,: 6. igG,, digested with S. aureus V8 proteinase: 7, fraction containing I1gG,, and IgGy, (native):

8. fraction containing 1gG,, and 1gG,, digested with S. aureus V8 proteinase. Numbers on the left indicate the molecular weight

(xX1073),
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ular weight of v,, heavy chain. After digestion with
S. aureus V8 proteinase, the heavy chain of M,
identical 10 v, heavy chain had completely disap-
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A 1 23 "3a 3b
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peared, while the heavy chain with M, of y,, heavy
chain remained (Fig. 3. lane 8). Taken together,
these results suggested that in fractions containing

Reduced

1 2 3 3o 3b
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-+ . .
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Fig. 5. Controls of the fragments obtained after purification of monoclonal 1gGa, IR 863 digested with . aureus V8 proteinase (refer
to Fig. 4). A. Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS of fragments unreduced (left) or reduced with 2-mercaptoethanoi (right).
Numbers on the left indicate the molecular weights of the fragments (X107 %). B. Immunociectrophoresis. Anti-1gG. antiserum to rat
1gG (heavy and light chains); anti-Fc. antiserum to Fe of rat 1gG: anti-Fab, antiscrum to Fab of rat 1gG.
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both 1gG,, and IgG,,. 1gG,, is cleaved into a
fragment with M, 105000, i.e. identical in size to
the fragment released from monoclonal 1gG,,.
However. it must be noticed that the fragment of
M, 28000 observed in the case of monoclonal
IgG,,, IR 863 (Fig. 1) does not seem to be released
from normal IgG.,,. Analysis in reducing condi-
tions of 1gG,. IgG,, and IgG,, subclasses digested
with S. aureus V8 proteinase show the presence of
fragments with low molecular weight (about 10000)
and in the case of IgG,, subclass a diminution of
intensity of the light-chain component.

Analysis of the fragments released by digestion of
monoclonal IgG ,, , :

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of 1gG
digested with S. aureus V8 proteinase at pH 7.8
showed that IgG,, was the only subclass to be
cleaved into two main fragments: M, 105000 and
28 000. The nature of these fragments was investi-
gated in more detail. Fig. 4A shows the elution
profile obtained by gel filtration on Ultrogel AcA-
44 of 1gG,, IR 863 incubated with S. aureus V8

_proteinase in phosphate buffer, pH 7.8, Three

peaks were observed with apparent molecular
weights 155000, 103000 and 62000. Peak 1 repre-

sents undigested IgG as shown by controls in

SDS-polyacrylamide gel and in immunoe-
lectrophoresis (Fig. 5). Peak 2 was found to con-
tain one main fragment (M, 105000) and two
minor (M, 92000 and 84000) when analyzed by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in non-re-
ducing conditions (Fig. 5A). Analysis of peak 2
after reduction of disulfide bridges showed two

main bands, M, 26000 and 24000 (light chain),

and a minor one with M, 21000 (Fig. 5A). Im-
munoelectrophoresis showed that peak 2 reacted
with an anti-Fab antiserum, but not with an anti-Fc
antiserum (Fig. 5B). Taken together, these results
suggested that the main fragment (M, 105000)
present in peak 2 was an F(ab),-like fragment,
made up of two light chains associated to two Fd
fragments (M, 26000). SDS-polyacrylamide gel
analysis of peak 3 in non-reducing conditions
showed the presence of one main fragment (M,
28000) and a minor (M, 50000). In reducing
conditions, one main band (M, 28 000) and three
minor with M, 26000, 24000 (light chain) and
21000 were noticed. Immunoelectrophoretic anal-

ysis of peak 3 showed two precipitation lines: one
(anodic) reacted only with an anti-Fc¢ antiserum.
while the other (cathodic) reacted only with an
anti-Fab antiserum (Fig. 5B). Puriflication of the
two fragments present in peak 3 was achieved by
DEAE-cellulose chromatography (see Fig. 4B).
Two fractions (3a and 3b) were obtained. Fraction
3a has M, 50000 in SDS-polyacrylamide and re-
acts only with an anti-Fab antiserum: fraction 3b
has M, 28000 in reducing and non-reducing condi-
tions and reacts only. with an anti-Fc antiserum
(Fig. 5). Taken togéther, these results suggested
that peak 3 contained two fragments: one minor
(M, 50000 in SDS-polyacrylamide) is an Fab-like
fragment. while the other represents a non-cova-
lent Fc, as its molecular weight was estimated as
62 000 by gel filtration but as 28000 by SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis (both in reducing
and non-reducing conditions).

Discussion

The main result from these studies is that,
among monoclonal rat IgGs, those that belong to
the IgG., subclass were completely split by S.
aureus V8 proteinase into two main fragments
identified as F(ab),-like and Fc-like fragments. An
F(ab)-like fragment was also produced in low
amounts. The cleavage was only complete when
digestion was performed at pH 7.8 either in
carbonate or in phosphate buffers, while incuba-

~ tion at pH 4.0 was not found to release F(ab),-

and Fc-like fragments. Indeed, analysis of diges-
tion products obtained at pH 4.0 by SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis showed the release
of a fragment with M, 28000, but immunoe-
lectrophoresis did not show evidence for F(ab),-
and Fc-like fragments. The three different buffers
used for incubation with S. aureus V8 proteinase
were chosen fro two reasons: (1) the enzyme ex-
hibits maximum activity at pH 4.0 and at pH 7.8;
(2) specific cleavage of peptide bonds on the C-
terminal side of glutamic acid is obtained by in-
cubation either in acetate buffer, pH 4.0, or in
carbonate buffer, pH 7.8, while cleavage of both
aspartyl and glutamyl bonds is possible when di-
gestion is performed in phosphate buffer pH 7.8
[16—18]. The result obtained for monoclonal 1gG,,
suggests that a glutamyl bond of the hinge region
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is split by S. aureus V8 proteinase at pH 7.8, while
this is not the case at pH 4.0. The absence of
cleavage at pH 4.0 is probably not linked to dif-
ferences in activity of S. aureus V8 proteinase at
pH 4.0 and pH 7.8. In fact. Drapeau et al. [16]
have shown that S. aureus V8 proteinase is more
active at pH 4.0 than at pH 7.8. Differences in
susceptibility to cleavage of IgG,, at pH 4.0 and
pH 7.8 are more likely due to the existence of
conformational changes at pH 4.0. Such modifica-
tions of conformation at acid pH have been ob-
served for example for rabbit [gG [23).

The absence of cleavage in F(ab), and F¢ {rag-
ments in the case of monoclonal 1gG of other
subclasses suggests that IgG,,, has a unique struct-
ural feature in its hinge region. i.e., a glutamic acid
residue accessible to cleavage, this residue being
absent in hinge regions of other IgG subclasses.
Monoclonal IgG from IgG,. IgG., and I1gG,, sub-
classes showed minor cleavages by S. aureus V8§
proteinase and the resuits of SDS-polyacrylamide
gel electrophoresis suggested that both heavy and
“light chains were split by the enzyme. Neverthe-
less. these cleavages were not found to be specifi-

cally related to a given subclass and did not seem

to occur in the hinge region. The unique suscept-
ibility of the I1gG,, subclass found with mono-
clonal 1gG was also observed with IgG., from
normal rat serum. Indeed, with a fraction from rat
serum containing both IgG,, and IgG,,.. only IgG.,

was found to be split by §. aureus V8 proteinase

with consequent production of F(ab),-like frag-
ments. However. an Fc-like fragment was not ob-
served. The reasons for this discrepancy between
monoclonal IgG.,,, and normal IgG,, are not clearly
understood. It may be suggested that use of a
lower enzyme-fo-protein ratio in the case of the
fraction containing IgG., and IgG,,, could lead to
the production of an intact Fc fragment.

A comparative study of the cleavage of IgG -

subclasses by S. aureus V8 proteinase has not been
reported for IgG of other species. Nevertheless, in
mice, Oi and Herzenberg [24] and Oi et al. [25]
have described the cleavage of monoclonal 1gG:,
by S. aureus V8 proteinase using digestion in a
buffer containing SDS. Two fragments were re-
leased: one, designated F(db'),, is similar in size to
the F(ab), fragment released from rat IgG,,: the
other, designated F(abc),, was not found in our
study.

211

In conclusion, cleavage of monoclonal or nor-
mal [gG with S. aureus V8 proteinase offers an
easy method for identification of 1gG,, subclass. It
also offres an easy procedure for preparation of

F(ab), fragments from monoclonal antibodies be-

longing to rat 1gG,, subclass.
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The optimal conditions for the preparation of Fab and F(ab’), fragments from monoclonal rat 1gG of
different subclasses are described. Digestion of 1gG for 2-4 h at 37°C with 1% (w/w) papain at pH 7.0 in
the presence of 0.01 M cysteine leads to almost complete cleavage into Fab and Fc fragments. Fab
fragments are isolated by sequential chromatography on Ultrogel AcA 44 and on DEAE-cellulose
columns. In the case of 1gG2c subclass, Fab fragment may be directly isolated by chromatography on
Protein A-Sepharose. Production of F(ab’), fragments from rat IgG1 and 1gG2a is obtained with best
yield by treatment at acid pH (pH 2.8) before incubation with 1% (w/w) pepsin at pH 4.5 for 4 h a1 37°C.
For monoclonal IgG2b the best procedure is incubation with S. aureus V8 protease at pH 7.8 (4 h at 37°C
with an E/S ratio of 1/30 (w/w)). The best yield of F(ab"), from monocional IgG2c is obtained by
incubation for 4 h at 37°C with 1% (w/w) pepsin. F(ab’), fragments (or the F(ab),-like fragment released
by digestion of IgG2b with S. aureus V8 protease) are isolated by gel filtration on Ultrogel AcA 44.

Key words: rat - IgG subclasses - proteolytic cleavage

Introduction )

Preparations of F(ab’), or Fab fragments from IgG antibodies of defined
specificities are sometimes needed, for example when non-specific binding of 1gG
antibodies to cellular surfaces of lymphocytes via Fc receptors must be avoided.
Monoclonal IgGs from the rat differ in sensitivity to papain and pepsin and the
differences relate to IgG subclass (Rousseaux et al., 1980). This paper extends
previous observations and describes optimal conditions for preparation of Fab and
F(ab’), fragments from monoclonal IgG of each of the four rat IgG subclasses:
IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG2c.

Material and Methods

- Immunoglobulins
Monoclonal rat IgG were isolated from ascites produced by LOU rat immuno-

0022-1759,/83,/$03.00 © 1983 Elsevier Science Publishers B.V.
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cytomas using procedures previously described (Bazin et al.. 1974; Rousseaux and
Bazin, 1979).

Enzvme digestion
Digestion of 1gG (10 mg/ml) with papain was performed in 0.075 M Na-phos-

_ phate, 0.075 M NaCl buffer, pH 7.0, containing 0.01 M cysteine. Mercuripapain

(Sigma Chemical Co.), previously activated by dilution in the buffer containing
cysteine, was added to the IgG solution to give an enzyme: protein ratio of 1%
(w/w). After incubation for 2-4 h at 37°C, digestion was terminated by addition of
iodoacetamide (final concentration. 0.015 M).

Digestion of IgG (10 mg/ml) with pepsin was performed in 0.1 M Na-acetate
buffer, pH 4.5. Pepsin (Sigma Chemical Co.) was added to the I1gG solution at a
final enzyme:protein ratio of 1% (w/w). After incubation at 37°C, digestion was
stopped by raising the pH to 8.0 with 0.1 M NaOH.

Digestion of monoclonal 1gG2b with S. aureus V8 protease was performed in 0.1
M Na-phosphate buffer, pH 7.8 (Drapeau, 1977). S. aureus V8 protease (Miles
Laboratories) was added to the IgG solution (10 mg/ml) to give a final enzyme:
protein ratio of 1 /30 (w/w). After 4 h mcubauon at 37°C, digestion was stopped by

" quickly freezing the solution.

v Purification of Fab and F(ab), fragments

The Fab fragment released by papain digestion of monoclonal 1gG was purified
in the case of IgGl. IgG2a and IgG2b subclasses by the following procedure: the
enzyme digest was applied to an Ultrogel AcA 44 (IBF, France) column equilibrated
in 0.01 M Na-phosphate, 0.15 M NaCl, pH 7.4. The Fab peak obtained by gel
filtration was further purified by chromatography on DEAE-cellulose (DE 32,
Whatman) equilibrated in 0.01 M Na-phosphate buffer, pH 7.8. The column was
successively eluted with the equilibration buffer; 0.01 M Na-phosphate buffer, pH

- 6.8; 0.05 M Na-phosphate buffer, pH 6.8 and 0.2 M Na-phosphate buffer, pH 6.8.

Purification of the Fab fragment from rat IgG2c was by chromatography on a
Protein A-Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Sweden) column equilibrated in 0.14 M
Na-phosphate, pH 8.0. Elution was first with the equilibration buffer. then with 0.1

. M Na-citrate buffer, pH 6.0 followed by 0.1 M Na-citrate buffer, pH 3.0.

Purification of the F(ab’), fragment released by pepsin digestion or of the
F(ab),-like fragment released by digestion of monoclonal 1gG2b with S. aureus V8
protease was by chromatography on Ultrogel AcA 44 columns equilibrated in 0.01
M Na-phosphate, 0.15 M NaCl buffer, pH 7.4.

Miscellaneous

Immunoelectrophbreses and polyacrylamide gel electrophoresis in SDS were
performed essentially as described previously (Rousseaux et al., 1980). "

~
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" Results and Discussion

Preparation of papain Fab fragments

Digestion of monoclonal IgG of different subclasses with 1% (w/w) papain in the
presence of 0.01 M cysteine leads to an almost complete cleavage of IgG into Fab
and Fc fragments after incubation for 2-4 h at 37°C. In the case of monoclonal
IgGl. 1gG2a and lgG2b, gel filtration on Ultrogel AcA 44 of the papain digest
shows two main peaks besides some undigested or partially digested material (Fig.
‘1A). The first peak represents Fc while the second represents Fab. The Fab fragment
partially purified by the gel filtration step is completely purified by chromatography
- on a DEAE-cellulose column equilibrated in 0.01 M Na-phosphate buffer. pH 7.8.
The Fab is eluted either with the equilibration buffer or in some cases with 0.0i M
or 0.05 M Na-phosphate buffer, pH 6.8. The Fc fragment contaminating the Fab
peak obtained by gel filtration, is eluted by 0.2 M Na-phosphate buffer, pH 6.8 (Fig.
1B). The Fab fragment released from monoclonal 1gG2a has a mol.wt. of 48.000 and
the Fc fragment a mol.wt. of 27,000 on SDS polyacrylamide gel electrophoresis.

In the case of 1gG2c. a subclass that has high affinity {or protein A (Medgyesi et
al., 1978; Rousseaux et al., 1980). the Fab is better purified by chromatography on
Protein A-Sepharose. The Fab fragment is eluted from the column at pH 8.0 while
Fc and undigested IgG are eluted at pH 6.0 and pH 3.0 (data not shown).

Preparation of F(ab'), fragments

As rat IgG subclasses differ significantly in their sensitivity to pepsin digestion,
the optimal conditions for digestion differ between subclasses.

Rat IgG1 and to a lesser extent 1gG2a are resistant to pepsin cleavage (Rousseaux
et al.. 1980), even when in the case of IgG!, higher enzyme:protein ratios are used.
The use of higher protein concentration (3¢ mg/ml instead of 10 mg/mi) did not
improve the yield of F(ab’),. although it has been reported successful for bovine IgG
(Wie et al,, 1978). Fig. 2 shows that even after 18 h incubation with 1% (w/w)
pepsin, a large amount of undigested material is present. For monoclonal 1gG2a, the
use of a higher enzyme:protein ratio (5% instead of 1%) improved the yield of
F(ab’), (see Fig. 2, lanes 7 and 8). Such results for 1gG2a subclass are reminiscent of
those of Wiliiams (1975) and of W:nearls =t al. (1979). These authors used pepsin
cleavage at a high enzyme:proiein ratio (4%) but also at a slightly more acidic pH
(pH 4.2 inst2ad of pH 4.5 in our study). Under these conditions they observed

" complete cleavage (after 18 h at 37°C) of rat IgG2. This was probably mainly 1gG2a,
the major IgG2 subclass. We found that coraplete cleavage into F(ab’), was obtained
if IgG1 and IgG2a were previously incubated at acid pH (pH 2.8) as reported by
Stewart and Stanworth (1975) for rabbit IgG. The direct acidification of IgG
solutions to pH 2.8 by addition of 0.5 M HCl as proposed by Stewart and Stanworth
(1975) was not found successful in the case of monoclonal rat IgGl, since it led to
the formation of highly insoluble materiai that could not be dissolved at higher pH.
We found that the best method was to dialyze the IgG (15 mg/ml) for 16 h at 4°C
against 0.1 M Na-formate buffer, pH 2.8, then against 0.1 M Na-acetate buffer, pH
4.5 and then to adjust the protein concentration to 10 mg/ml before pepsin
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Fig. 1. Purification of Fab fragment released by papain digestion of monoclonal IgG2a (IR 530). A: Gel
filtration on Ultrogel AcA 44 (column dimensions: 2.5 cmx90 cm; flow rate: 15 mi/h; volume of
fractions: 5 ml; buffer: 0.01 M Na-phosphate, 0.15'M NaCl, pH 7.4) of 50 mg 1gG2a IR 530 digested
with papain for 2 h at 37°C. Peak 1: Fc fragment; peak 2: Fab fragment. B: Purification of peak 2 (Fab
fragment) by DEAE-ceilulose chromatography (column dimensions: 2 ecm X 15 cm; flow rate: 15 ml/h;
volume of fractions: 5 mi). Peak 2a represents purified Fab; peak 2b represents Fc (see controls on
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoelectrophoresis).
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Fig. 2. SDS-polyacrylamide gel clectrophoresis (7.5% acrylamide) of peptic digests of monoclonal IgG1
IR 27 and 1gG2a IR 530. 1: Undigested IgG1 IR 27. 2: Undigested 1gG2a IR 530. 3 and 4: 1gG1 IR 27
digested with 1% (w/w) pepsin for 4 h and 18 h respectively. 5 and 6: 1gG2a IR 530 digested with 1%
{w/w) pepsin for 4 h and 18 h respectively. 7 and 8: 1gG2a IR 530 digested with' 5% (w/w) pepsin for4 h
and 18 h respectively. 9 and 10; 1gG1 IR 27 digested with 1% pepsin (w/w) for 2 h and 4 h respectively.
after preincubation at pH 2.8. 11 and 12: 1gG2a IR 530 digested with 1% (w/w) pepsin for 2hand 4 h
respectively after preincubation at pH 2.8.

digestion. As shown in Fig. 2 the use of such a procedure leads to almost complete
cleavage into F(ab),, without formation of other fragments, after 4 h incubation at
37°C with 1% (w/w) pepsin. Acid pH modifies the Fc conformation of IgG.
probably affecting the conformation of the Cy, domain (Stewart and Stanworth,
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Fig. 3. Gel filtration on Ultrogel AcA 44 (column dimensions: 2.5 cmX90 cm; flow rate: 15 mi/h;
volume of fractions: 5 ml; buffer: 0.01 M Na-phosphate, 0.15 M NaCl, pH 7.4) of 50 mg monocional
IgG2b IR 863 digested with S. aureus V8 protease. Peak 1, undigested material; peak 2, F(ab),-like
fragment; peak 3, Fe-like fragment (see controls on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis).
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1975; Stewart et al., 1977) and the contacts between the Cy, and Cy, domains
{Ellerson et al.. 1976). Such conformational changes are not completely reversed on
return to a higher pH and therefore modify the sensitivity of Cy, domains to
proteolysis. For example, Stewart and Stanworth (1975) have shown that acid pH
treatment renders rabbit 1gG more sensitive to pepsin. papain and trypsin with, in
all cases, production of an F(ab),-like fragment.

Proteins of I1gG2b subclass are more sensitive to pepsin than IgG1 and 1gG2a.
Short digestion (4 h), however, gives a mixture of undigested IgG and F(ab’),. while
longer digestion (18 h) gives a mixture of F(ab’), and a smaller fragment, probably
F(ab") (Rousseaux et al., 1980). Digestion with S. aureus V8 protease provides an
alternative to pepsin cleavage in the case of 1gG2b. IgG2b is cleaved by S. aureus V8
protease into an F(ab),-like fragment and an Fc-like fragment. This sensitivity to S.
aureus V8 protease is unique to the 1gG2b subclass (Rousseaux et al., manuscript in
preparation). The F(ab),-like fragment is isolated by gel filtration on Ultrogel AcA
44 (Fig. 3) and has a mol.wt. of about 103.000 daltons.

The IgG2c subclass is the most sensitive to pepsin cleavage. IgG2c is split into
F(ab’), and pFc fragments. but with time progressive conversion of F(ab’), to F(ab’)
is observed (Rousseaux et al., 1980). A digestion time of 4 h at 37°C with 1% (w/w)
pepsin is thus optimal for the production of F(ab’),. With this incubation time.
complete cleavage of IgG2c to F(ab’), and pFc is obtained without noticeable
production of F(ab’).
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L'étude immunochimique des sous-classes d'IgG du Rat a été entreprise
avec trois objectifs principaux :

1° Elle constitue une approche complémentaire a celle utilisant les antisérums
monospécifiques pour caractériser la nature de la sous-classe d'IgG a laquelle
appartient un anticorps obtenu aprés immunisation ou un anticorps mono-
clonal. Nous avons donc essayé d'établir des méthodes simples pour identifier
les sous-classes d'IgG du Rat par leurs caractéres immunochimiques.

2° L'existence de différences immunochimiques entre sous-classes d'IgG peut
étre mise & profit pour séparer certaines sous-classes a partir du sérum.

3° La connaissance de l'action de différents enzymes protéolytiques permet de
définir les conditions optimales pour la préparation de fragments doués
d'activité biologique, c'est-a-dire, soit la fixation de l'antigéne : Fab et
F(ab') 9 (fonction primaire), soit exprimant les fonctions secondaires de

I'immunoglobuline : fragments Fc et pFe' principalement.
Trois points ont été plus particuliérement étudiés :

1° Le poids moléculaire des chaines lourdes gamma,

2° L'action des agents réducteurs sur les ponts disulfure inter-chaines,

3° L'action des différents enzymes protéolytiques : papaine, pepsine,
trypsine, protéase V8 de S. aureus.

Nous verrons comment les différences immunochimiques observées ont pu

étre utilisées :

- pour mettre au point un fypage chimique des sous-classes d'lgG,
- pour définir les conditions optimales de préparations de fragments issus de
la protéolyse enzymatique.

Auparavant, nous décrirons succintement les méthodes de préparation
des immunoglobulines monoclonales utilisées pour ces études.



A - METHODES D'ISOLEMENT DES IMMUNOGLOBULINES MONOCLONALES
APPARTENANT AUX DIFFERENTES SOUS-CLASSES D'IgG DU RAT

Les immunoglobulines monoclonales du Rat ont été isolées & partir des
ascites ou sérums de Rat LOU/M portant des tumeurs (immunocytomes, ou
dans certains cas, hybridomes). Les détails concernant la transplantation des
tumeurs, le recueil des sérums ou ascites, ainsi que les détails techniques
des purificationsv sont indiqués dans l'appendice technique et la publication
n® 1. Nous nous contenterons ici de résumer briévement les protocoles de
fractionnement. La plupart comporte essentiellement deux étapes :

- la précipitation des globulines par le sulfate d'ammonium & 40 % de
saturation,

- le fonctionnement sur colonne d'échangeurs d'anion, type DEAE-cellulose
(Whatman), DEAE-Séphacel (Pharmacia) ou, d'utilisation plus commode,
DEAE-Trisacryl M (IBF).

Ces deux étapes suffisent généralement pour purifier les IgG2a et IgG2b
monoclonales (voir figure 19). La purification d'IgGl monoclonales nécessite
une étape complémentaire de filtration sur gel d'Ultrogel AcA 34 (IBF) pour
éliminer les B globulines, (principalement la transferrine) (figure 20). Une
purification sur colonne de protéine A - Sépharose peut également étre
réalisée (pour les détails techniques, voir chapitre IV). Les B globulines ne
sont pas retenues sur une colonne de protéine A-Sépharose équilibrée a
pH 8. Une faible partie de 1'IgGl est également éluée & ce pH, mais la majo-
rité est éluée par un tampon de pH 6.

L'isolement des IgG2c monoclonales présentait plus de difficultés. En
effet, ces protéines sont en général & un taux faible dans les ascites et
sérums des animaux porteurs de tumeurs. De plus, elles ont des euglo-
bulines, qui précipitent donc dans les solutions salines diluées. De ce fait,
leur purification par chromatographie sur échangeurs d'anions, type DEAE-
cellulose, se révélait impossible car elles précipitent dans les tampons de
faible molarité et ne sont éluées que par des concentrations salines qui
éluent également les P globulines. BAZIN et al. (1974) et MEDGYESI et
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al. (1978, 1980) ont proposé une technique d'isolement comportant une
précipitation des IgG2c par l'eau distillée ou l'acide borique & 0,5 %. Ces
techniques ne nous ont pas donné de résultat satisfaisant, en particulier
pour les ascites présentant des taux faibles d'lgG2c monoclonales. Nous
avons développé un protocole original comportant deux étapes principales
(figure 21) : ‘

1° Une précipitation des globulines par le sulfate d'ammonium & 40 % de
saturation,

2° Une chromatographie sur échangeurs de cations CM-cellulose (Whatman) ou
CM-Trisacryl (IBF) en tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2.

Cette chromatographie a plusieurs avantages :
- les IgG2c sont solubles dans le tampon acétate, pH 4,2
- I'utilisation en gradient discontinu de molarité en NaCl (molarité 0,1 M et
0,2 M), permet d'obtenir 1'élution en dernier de 1'lgG2c monoclonale.

La contamination éventuelle de la préparation d'IgG2c monoclonale par de
I'lgG2a peut étre éliminée par chromatographie sur protéine A-Sépharose
(pour les détails techniques, voir le chapitre IV). L'IgG2a est éluée par un
tampon dé pH 8. L'IgG2c monoclonale est éluée par l'utilisation d'un tampon
de pH 6 ou de pH 3. '

B - ETUDE DU POIDS MOLECULAIRE DES CHAINES LOURDES : 7Y 1,
Y2a, Y2b, Y 2¢

Nous avons observé, lors de contrdles d'IgG monoclonales purifiées par
électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS, l'existence de
différences de poids moléculaire entre leurs chaines lourdes Y. Une étude
systématique réalisée sur plusieurs IgG monoclonales a montré qu'il existait
une relation entre ces différences et la nature de la sous-classe. Ces
différences ont été également observées pour des IgG isolées du sérum de
rat. Nous avons essayé de déterminer dans quelle partie de la chaine Y était
localisée la différence de poids moléculaire.



Figure 19.- Représentation schématique de la purification de

1'IgG2a monoclonale IR 530 (A) et de 1'IgG2b monoclonale IR 863 (B).
Aprés précipitation par le sulfate d'ammonium 3 40 7 de saturation

et équilibration du précipité par chromatographie sur Trisacryl GF 05,
les IgG monoclonales sont purifiées par chromatographie sur DEAE-
Cellulose ou DEAE~Trisacryl M (colonne 3 x 30 cm ; débit : 30 ml/h ;

volume des fractioms : 5 ml).

A : Elution par le tampon () : Tris-HCl 0,05 M, NaCl 0,05 M, pH 8.
B : Elution par le tampon @ : Tris-HC1 0,05 M, pH 8, puis le
tampon @ : Tris-HC1 0,05 M, NaCl 0,05 M, pH 8.
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Figure 20.- Représentation schématique de la purification de 1'IgGl

monoclonale IR 27.

Aprds précipitation de l'ascite par le sulfate

d'ammonium 3 40 7 de saturation et &quilibration du précipité (par
chromatographie sur Trisacryl GFO05) en tampon Tris-HCl 0,05 M,

" pH 8, la purification est réalisée par chromatographie sur DEAE-

Cellulose (colonne 3 x 30 cm ; débit

: 30 ml/h ; volume des frac-

tions : 5 ml ; &lution par un gradient de molarité en NaCl), puis

par chromatographie sur Ultrogel AcA 34 qui sépare 1'IR 27 des

g~globulines (B) (colonne

fractions :

5 ml).

: 2,6 x 190 cm ; d&bit : 15 ml/h ; volume des
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Figure 21.- Représentation schématique de la purification de 1'IgG2c
monoclonale IR 304. L'ascite est précipitée par le sulfate d'ammonium
3 40 % de saturation ; le précipité est dialysé contre le tampon
phosphate 0,01 M, NaCl 0,35 M, pH 7,4 puis est &quilibré contre le
tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2 (chromatographie sur Trisacryl
GFO05). La chromatographie sur CM-Trisacryl (colonne 3 x 30 cm ;
débit : 30 ml/h ; volume des fractions : 10 ml), comporte 1'Elution
par 3 tampons : | : acétate de Na 0,2 M, pH 4,2 ; 2 : acétate 0,2 M,
NaCl 0,1 M, pH 4,2 ; 3 : acétate 0,2 M, NaCl 0,2 M, pH 4,2.

La fraction A contient des B-globulines et des IgGl et IgG2a ;

la fraction B contient de 1'IgG2a ; la fraction C contient 1'IgG2c
monoclonale IR 304 et une proportion variable d'IgG2a (en général

moins de 10 7).



1. POIDS MOLECULAIRE DES CHAINES LOURDES Y1, Y2a, Y2b
et Y 2c

La figure 22 montre un exemple de séparation par électrophorése en gel
d'acrylamide - SDS (concentration d'acrylamide 7,5 %), d'IgG monoclonales de
sous-classe IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG2c (réduites par le mercapto-éthanol
5 %). On observe que les chaines Y 1 et Y2b ont un poids moléculaire
apparent de 55 000 daltons alors que les chaines lourdes Y 2a et Y2c ont un
poids moléculaire de 52 000 daltons.

Le tableau 4 indique les poids moléculaires obtenus par électrophorése
en gel de polyacrylamide-SDS a différentes concentrations d'acrylamide
(5 &4 15 %), pour des IgG monoclonales de sous-classes IgGl, IgG2a, IgG2b,
IgG2c. L'utilisation de différentes concentrations d'acrylamide permet de
déterminer le poids moléculaire réel des glycoprotéines. En effet, celles-ci
ont la propriété de fixer moins de SDS que les holo-protéines, ce qui
entraine une mobilité plus faible en électrophorése & des faibles concen-
trations d'acrylamide (par exemple 5 %) (SEGREST et al., 1971 ; SEGREST et
JACKSON, 1972). L'utilisation d'une représentation graphique 1/poids
moléculaire apparent en fonction de 1/concentration en acrylamide (1/ A )
permet de déterminer une droite dont l'extrapolation &4 1/ A = 0 correspond
4 1/poids moléculaire réel (SEGREST et JACKSON, 1972 ; WARD et
DOPHEIDE, 1976). La figure 23 montre les résultats obtenus pour les chaines
lourdes Y1, Y2a, Y2b et Y2c. Les chaines Y1 et Y2b ont donc un poids
moléculaire de l'ordre de 2 000 & 3 000 daltons supérieur a celui des
chaines Y2a et Y 2c. Ces différences de poids moléculaires ont également été
observées pour des sous-classes d'IgG isolées de sérum de Rat par chromato-
graphie sur protéine A-Sépharose ou par chromatographie sur DEAE-cellulose
(voir chapitre 1V).

2. LOCALISATION DANS LA CHAINE DES DIFFERENCES DE POIDS
MOLECULAIRES OBSERVEES POUR LES CHAINES Y1, Y 2a, Y 2b
et v2c

Pour déterminer dans quelle partie de la chaine Y étaient localisées les
différences de poids moléculaires observées, nous avons utilisé 1la
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Figure 22.~ Electrophor&se en gel d'acrylamide-SDS (acrylamide
7,5 %) d'IgGl (1), IgG2a (2a), IgG2b (2b) et IgG2c (2c¢) mono-
clonales réduites par le mercaptoéthanol 5 7. Les chiffres sur
la gauche indiquent le poids moléculaire (x 10'3) des chafnes Y
des IgGl et IgG2a. Les chiffres sur la droite indiquent les poids
moléculaires (x 10=3) des chafnes v des IgG2b et IgG2c.

L : chaines légéres.



OURDES Y D'IgG MONOCLONALES DE SOUS-CLASSES IgGl,

TABLEAU 4 .- POIDS MOLECULAIRE APPARENT DES CHAINES~
IgG2a, IgG2b ET IgG2c DE RAT

(Résultats exprimés en kilodaltons sous forme de moyenne * un &cart type des déterminations
réalisées sur un méme gel d'acrylamide pour différentes IgG monoclonales d'une méme sous-—

classe).
SOUS-CLASSES IgG MONOCLONALES POIDS MOLECULAIRE APPARENT A LA CONCENTRATION D'ACRYLAMIDE (%)
D'IgG TESTEES 5 7,5 10 12,5 15
IgGl IR 27, IR 595, IR 766 54,8 + 0,2 55,1 + 0,3 55 0,2 51,8 + 0,2 52,1 £ 0,15 L
o
IgG2a IR 33, IR 418, IR 530 51,8 + 0,3 51,8 + 0,3 51,5 0,5 48,2 *+ 0,4 48,7 + 0,4 '
IgG2b IR 863 ' 55 54,5 , 55 51,5 52

IgG2c IR 304, IR 558, IR 769 51,7 £ 0,4 51,6 + 0,3 51,3 0,6 50,8 + 0,2 49,6 * 0,5
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Figure 23.- Représentation schématique de la variation du poids
moléculaire apparent (P.M.) des chaines lourdes Y1, Y2a, Y2b et Y2c

en fonction de la concentration en acrylamide ([A]) utilisée pour
6

1'électrophorése en gel d'acrylamide-SDS. La représentation PIM x 10

en fonction de permet selon Segrest et Jacobson (1972) de déterminer

A
[A]

le poids moléculaire réel en extrapolant & = 0. Le poids molécu-

.
. L o [a]
laire des chafnes Y1 et Y2b ainsi déterminé est de 51 200 daltoms ;

celui des chaines Y2a et Y2c de 48 700 daltons.
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comparaison de divers fragments issus de la protéolyse enzymatique. Le Fd, -
provenant du Fab obtenu par action de la papaine contient les domaines VH’
CYl et le début de la région charniére ; le Fd', provenant du F(ab')2 obtenu
par action de la pepsine, contient le VH’ le C Y1 et la région charniére ; le
Fc non covalent, obtenu par action de la papaine sur les IgGl, IgG2a et
IgG2b (voir paragraphe D du méme chapitre), correspond aux domaines Cy2
et Cy3. La figure 24 montre la séparation obtenue par électrophorése en gel
de polyacrylamide SDS en milieu réducteur de fragments F(ab')2 et Fab
d'IgGl, IgG2a et IgG2b monoclonales. Les poids moléculaires des Fd' d'IgGl
et d'IgG2b sont 26 000 daltons, celui du Fd' d'IgG2a est 23 000 daltons. De
méme, les Fd d'IgGl et d'IgG2b ont un poids moléculaire 26 000 daltons
contre 23 000 daltons pour le Fd d'lgG2a. A l'inverse, les Fc des IgG1,
IgG2a et IgG2b ne présentent pas de différences trés significatives (28 000
daltons pour I'IgGl et 1'IgG2b, 27 000 pour IgG2a) (résultats non pré-
sentés). La figure 25 résume les résultats obtenus en replacant les différents
fragments dans la structure de 1l'IgG. On peut donc considérer que les
différences de poids moléculaires observées sont vraisemblablement localisées
dans la partie de la molécule correspondant aux domaines VH et C Y1l. Dans
le cas des IgGl et IgG2a, les domaines VH ont pu étre isolés, et ont & peu
prés le méme poids moléculaire (voir chapitre II). De ce fait, on peut consi-
dérer que pour les IgGl et ‘IgGZa, les domaines C Y1 ont des poids molécu-
laires différents.

3. ORIGINE DES DIFFERENCES DE POIDS MOLECULAIRES OBSERVEES

La différence d'environ 3 000 daltons observée pour les chaines Y selon
la sous-classe peut correspondre :

- & une différence de longueur de chaine peptidique (environ 20 & 30 acides
aminés), ‘

- & la présence d'une copule glucidique supplémentaire,

- & une différence d'hydrophobicité de la chaine peptidique aboutissant & la
formation de complexes protéines - SDS de tailles différentes.

Bien que les séquences des chaines lourdes Y d'IgG de Rat ne soient
pas connues, il parait peu vraisemblable qu'il existe une différence de
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Figure 24.,~- Electrophor@se en gel d'acrylamide-SDS (concentration

d'acrylamide 7,5 %) de fragments Fab et F(ab')2 d'IgGl (IR 766),
d'IgG2a (IR 418) et d'IgG2b (IR 863) monoclonales, réduits par le
mercaptoéthanol (concentration finale 5 Z). L : chalfne lé&gére.
Les chiffres sur la gauche des &lectrophorégrammes correspondent

au poids moléculaire (x 1073y,
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Figure 25.- Représentation de la structure de 1'IgG, des fragments Fab
(constitué par l'association covalente d'une chafne 1&8gére L et d'un
fragment de chalne lourde Fd), F(ab')2 (constitué par l'association
covalente de deux chaines l&8géres L et de deux fragments de chalnes
lourdes Fd'), et Fc. Le poids moléculaire des Fd et Fd' d'IgGl et

IgG2b est de 26 000 daltons alors que celui des Fd et Fd' d'IgG2a est
de 23 000. Les Fc d'IgGl et IgG2b ont un poids moléculaire de 28 000,
celui du Fc d'IgG2a est de 27 000.
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longueur de chaine de 25 a 30 acides aminés. En effet, par exemple, les
chaines vy 1, vy2a et Y2b des IgG de souris ne présentent qu'une
différence de 6 acides aminés (supplémentaires pour la chaine Y 1) dans le
domaine CH1 et de 5 & 9 acides aminés pour la région charniére. La présence
d'une copule glucidique supplémentaire localisée dans le Fd n'a pas été
démontrée par des analyses glucidiques de fragments Fab d'IgGl et d'IgG2b.
(réalisées dans le Laboratoire de Chimie Biologique, Professeur J.
MONTREUIL). Des différences dans le contenu en acides aminés hydrophobes
semblent l'éventualité la plus vraisemblable. De telles différences ont été
démontrées comme responsables des variations dans le poids moléculaire des
chaines A de la crystalline o (DEJONG, ZWEERS et COHEN, 1978). En effét,
il suffit dans ce cas d'une seule substitution Gln —. Leu dans la chaine
pour entrainer une différence de poids moléculaire apparent d'environ 2 000
daltons. De méme, les différences de poids moléculaires observées pour les
chaines K et A d'lgG humaines (VIRELLA et COELHO, 1974), pourraient
s'expliquer, non par des différences de longueur de chaines, mais par des
différences dans leurs compositions en acides aminés.

C - REDUCTION DES PONTS DISULFURE INTER-CHAINES

1. INTERET ET PRINCIPE DE L'ETUDE

La sensibilité différente des ponts disulfure inter-chaines & la réduction
est une propriété chimique simple & mettre en évidence et qui permet de
distinguer certaines sous-classes d'lgG. Par exemple, 1'IgG4 humaine est
réduite essentiellement en une sous-unité HL du fait d'une plus grande
sensibilité des ponts inter-chaines lourdes & la réduction. Cette propriété
n'est pas retrouvée pour les autres sous-classes d'IgG humaines (VIRELLA et
PARKHOUSE, 1973). |

L'action de réducteurs, dithioérythritol et dithiothréitol sur Iles
sous-classes d'IgG de Rat, a été étudiée sur différentes IgG monoclonales.
Le principe de 1l'étude est d'utiliser des concentrations progressivement
croissantes d'agent réducteur (de 0,05 mM jusque 20 mM) et d'analyser les
produits de réduction de 1'IgG par électrophorese en gel de polyacrylamide
SDS. Les détails expérimentaux sont indiqués dans l'article n° 2.
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2. RESULTATS

Les figures 1, 2, 3 et 4 de l'article n° 2 (pages 82-84) montrent les
produits intermédiaires obtenus par réduction progressive (dithioerythritol de
0,05 mM & 20 mM) d'lIgGl, IgG2a, IgG2b et IgG2c monoclonales. Dans les
tableaux 1 et 2 de l'article n°® 2 sont indiquées les proportions relatives des
intermédiaires de réduction : H2L, H2 et HL ainsi que celle de I'IgG non
réduite (HZLZ)’ pour différentes IgG monoclonales appartenant & l'une des
quatre sous-classes d'IgG de Rat, réduites soit par le dithicerythritol(tableau
1) ou le dithiothréitol (tableau 2). On constate que 1'lgG2a se distingue
nettement des autres sous-classes par le fait que l'intermédiaire de réduction
est 4 peu prés exclusivement la sous-unité HL alors que des proportions
variables de produits H2L, H2 et HL sont observées pour les autres sous-
classes d'lgG. Ces résultats indiquent que les ponts disulfure inter-chaines
lourdes de la région charniére de 1'IgG2a sont plus sensibles & la réduction
que les ponts entre chaines lourdes et chaines légéres. Pour les autres
sous-classes les résultats peuvent s'interpréter comme une réduction au
hasard des ponts inter-chaines (SEARS et BEYCHOK, 1977) (cf premiére
partie, chapitre II, paragraphe B). Cependant, la persistance d'une certaine
proportion de dimere H2 pour l'IgG2b IR 863 et 1'IgG2c IR 304 (figures 3 et
4 de l'article n°® 2) avec des concentrations relativement élevées d'agent
réducteur (5 & 10 mM) suggére une hétérogénéité au sein de la population
d'IgG. En effet, ce résultat peut s'interpréter comme correspondant a l'exis-
tence de molécules d'IgG dont les ponts disulfure inter-chaines lourdes
seraient résistants a la réduction. Ceci pourrait provenir, par exemple de la
présence, au sein de la préparation d'IgG, de molécules agrégées.

3. DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent qu'il existe pour 1a sous-classe IgG2a
une réduction préférentielle des ponts entre chaines lourdes plutét que des
ponts entre chaines lourdes et chaines légéres. Une telle propriété 1'appa-
rente a4 la sous-classe IgG4 humaine (VIRELLA et PARKHOUSE, 1973 ;
PETERSEN et DORRINGTON, 1974), et & 1'IgGl de Souris mais non & l'IgG2a
murine (WILLIAMSON et ASKONAS, 1968).
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Cette différence de sensibilité & la réduction signifie-t-elle que les
ponts inter-chaines lourdes de 1'IgG2a sont anormalement labiles ou que les
ponts entre chaines lourdes et chaines légéres sont anormalement résistants a
la réduction ? La figure 1 de l'article n° 2 montre que l'intermédiaire HL
persiste méme aux concentrations élevées de réducteurs. Ceci suggeére que le
pont entre la chaine lourde et la chaine légére de 1'IgG2a est relativement
difficile & réduire, & l'inverse de ce qui se produit sur les autres sous-
classes. Ceci pourrait étre lié & l'existence d'interactions entre domaines
CY1let CL plus fortes pour 1'IgG2a que pour les autres sous-classes. '

Y a-t-il une relation entre cette propriété immunochimique de 1'IgG2a de
Rat et son activité biologique ? Elle n'est pas évidente, si l'on considére,
par exemple, que 1'IgG2a posséde cette propriété un commun avec 1'IgG4
humaine alors que ces sous-classes différent par plusieurs activités biolo-
giques : fixation du complément, liaison aux macrophages. La seule propriété
biologique commune serait l'activité anaphylactique, mais son existence pour
1'lgG4 est controversée (VAN DER GIESSEN et al., 1976 ; VIJAY et
PERELMUTTER, 1977 ; VAN TOORENEBERGEN et ALBERSE, 1981, 1982)
alors qu'elle est clairement établie pour 1'IgG2a de Rat (MORSE, BLOCH et
AUSTEN, 1968 ; BACH, BLOCH et AUSTEN, 1971 ; BAZIN et al., 1984).

A linverse, il serait intéressant d'étudier le réle de la réduction des
. ponts disulfure sur l'activité anaphylactique de 1'lgG2a de Rat. En effet, la
réduction des ponts disulfure de la région charniére affecte de nombreuses
activités biologiques : fixation du complément, liaison aux lymphocytes,
macrophages, polynucléaires neutrophiles, etc... Cet effet de la réduction a
été interprété comme le fait que la rotation de la partie Fab autour de la
région charniére est augmentée, et que par conséquent un empéchement
stérique se produit au niveau du domaine C Y 2 (domaine impliqué dans la
fixation du complément et dans la liaison & de nombreuses populations
cellulaires). Cependant, les anticorps anaphylactiques sont considérés
classiquement comme résistants & la réduction (voir par exemple la revue
générale de BINAGHI, 1973). L'examen de l'activité anaphylactique de 1'IgG2a
réduite seulement au niveau des ponts inter-chaines lourdes (par exemple
par le dithiothréitol 0,2 mM) ou dont l'ensemble des ponts disulfure inter-
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chaines seraient réduits (dithiothréitol 5 mM), permettrait de définir le réle
joué par les ponts disulfure dans l'activité anaphylactique de 1'IgG2a (c'est-
a-dire son affinité pour les mastocytes).

D - DIFFERENCES DE SENSIBILITE DES SOUS-CLASSES D'IgG AUX
ENZYMES PROTEOLYTIQUES

1. INTERET ET OBJECTIFS DE L'ETUDE

L'étude de l'action des enzymes protéolytiques est considérée comme la
méthode de choix pour caractériser les sous-classes d'IgG sur la base de
leurs propriétés immunochimiques et une approche complémentaire a l'iden-
tification des sous-classes d'IgG par des antisérums spécifiques
(STANWORTH et TURNER, 1978). Elle constitue également un élément indis-
pensable pour définir les conditions optimales & la préparation de divers
fragments de 1'IgG : Fab, F(ab')z, Fc. L'intérét pour la préparation des
fragments Fab et F(ab')2 d'IgG de Rat s'est considérablement accru du fait
du développement de la technologie des hybridomes et de l'utilisation des
anticorps monoclonaux de Rat. En effet, il est souvent nécessaire d'utiliser
des fragments Fab ou F(ab')2 plutét que l'anticorps monoclonal IgG entier,
par exemple si on veut éviter l'interaction de l'anticorps avec des récepteurs
cellulaires spécifiques du Fc, ou encore si on veut éviter que cet anticorps
soit capté par l'hépatocyte, etc...

Nbus avons analysé l'action de plusieurs enzymes protéolytiques
papaine, pepsine, trypsine, protéase V8 de S. aureus, sur des IgG
monoclonales de Rat appartenant & l'une des quatre sous-classes : IgGl,
1gG2a, IgG2b, IgG2c. Dans certains cas, l'action de ces enzymes a également
été étudiée dans des sous-classes d'IgG isolées du sérum de Rat.

2. ETUDE DE L'ACTION DE LA PAPAINE

2.1. PROTOCOLE DE L'ETUDE

La papaine a été l'enzyme le plus utilisé pour distinguer les sous-
classes d'lgG. L'analyse de son action & pH 7 en l'absence d'agents réduc-
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teurs comme la cystéine (ou en présence d'une molarité tres faible, c'est-
4-dire 0,001 M) représente la méthode la plus intéressante pour différencier
les sous-classes résistantes ou sensibles & la protéolyse enzymatique par cet
enzyme. Initialement proposée par GERGELY et al. (1967, 1970) pour distin-
guer les sous-classes d'IgG humaines, cette méthode a été utilisée pour
différencier les sous-classes d'IgG de Souris (GORINI et al., 1969) et les
sous-classes d'IgG de nombreuses autres espeéeces animales (cf premiére
partie, chapitre II, paragraphe C).

L'action de ~1a papaine sur les sous-classes d'IgG du Rat a été analysée

en utilisant différentes IgG monoclonales appartenant & l'une des quatre
sous-classes sur les conditions expérimentales suivantes :

- digestion & 37° C, pendant des temps variables de 1 & 18 heures, en
tampon phosphate de sodium 0,075 M, NaCl 0,075 M, pH 7,

- rapport enzyme/protéine de 1 & 5 % (poids/poids),

- présence ou non d'un agent réducteur, la cystéine, a la concentration
0,01 M.

Aprés digestion par la papaine, les fragments obtenus ont été analysés
par électrophorése en gel de polyécrylamide-SDS (avec ou sans réduction par
le 2 mercaptoéthanol), et par immunoélectrophorése, en utilisant d'une part
un antisérum anti-protéines du sérum de Rat (ou un antisérum anti-IgG
dirigé contre les chaines lourdes et légéres) et d'autre part, un antisérum
spécifique de la sous-classe d'IgG (cet antisérum réagit contre la partie Fc
de la molécule). Certains fragments ont également été purifiés et caractérisés
(pour les détails expérimentaux, voir les publications n® 3 et n°® 5 ainsi que
l'appendice technique).

2.2. RESULTATS

2.2.1. ANALYSE DE LA SENSIBILITE A LA PAPAINE DES
SOUS-CLASSES D'IgG

Cette étude a été réalisée par incubation des IgG monoclonales avec la
papaine en l'absence d'addition d'un réducteur, la cystéine 0,01 M (ou avec
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une concentration trées faible : 0,001 M), des rapports enzyme/substrat et
des temps d'incubation a 37° C wvariables. Les résultats obteﬁus ont montré
que les sous-classes IgGl et IgG2b sont les plus résistantes & l'action de la
papaine. C'est ce que l'on observe par exemple pour une digestion de 4
heures ou de 18 heures avec un rapport enzyme/protéine de 1 $ : l'électro-
phorése en gel d'acrylamide-SDS (figure 26 A) montre que la fraction ma-
jeure est 1'IgG non digérée pour ces deux sous-classes. En aﬁgmentant le
rapport enzyme/substrat (5 % au lieu de 1 %), on observe que l'IgGl est
transformée en un fragment de poids moléculaire environ 110 000 daitons,
alors que pour les autres sous-classes, des fragments de 20 000 & 50 000
daltons sont observés (voir figure 1 de l'article n® 3, page 89).

L'immunoélectrophorése des produits de digestion par la mercuri-papaine
(en présence de cystéine 0,001 M) est présentée dans la figure 27. On
observe apres 4- heures d'incubation avec la papaine (rapport enzyme/pro-
téine : 1 %) la présence d'un arc de précipitation de mobilité identique a la
‘protéine non digérée dans le cas de 1'IgGl et I'IgG2b, alors que pour l'IgG2a
et 1'IgG2¢c, deux arcs différents de mobilité de type Fab et de type Fc sont
présents ; l'arc de mobilité Fc¢ réagit avec un antisérum spécifique de la
sous-classe, ce qui n'est pas le cas pour l'arc de mobilité Fab. Aprés un
temps de digestion prolongée (18 heures) avec un rapport enzyme/protéine
de 5 %, des arcs de mobilité Fab et Fc sont présents pour toutes les sous-
classes d'IgG, mais on note également la présence d'un arc de mobilité inter-
médiaire dans le cas de 1'IgGl. Les résultats des immunoélectrophoreses
confirment donc la résistance a la protéolyse enzymatique par la papaine des
sous-classes IgGl et IgG2b. L'IgGl peut étre considérée comme la plus
résistante & l'action de la papaine, puisque la digestion complete en frag-
ments de type Fab et Fc n'est pas observée méme pour des concentrations

élevées d'enzyme et des temps prolongés d'incubation.

2.2.2, EFFET DE LA CYSTEINE 0,01 M SUR LA DIGESTION
DES SOUS-CLASSES D'lgG PAR LA PAPAINE

La figure 26 B montre la séparation par électrophorése en gel d'acry-
lamide-SDS des produits de digestion par la papaine des sous-classes d'IgG
aprés une incubation de 4 heures ou 18 heures a 37° C en présence de
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Figure 26.- Electrophor&se en gel de polyacrylamide-SDS (gradient
© 5-25 %) d'IgC monoclonales de Rat IgGl IR 595, IgG2a IR 530, IgG2b IR 863,
IgG2c IR 304 aprés digestion par la papaine (2 x cristallisée, Worthington)
(rapport enzyme/protéine : 1 Z). A : Hydrolyse en i'absence de cystéine ;
B : Hydrolyse en présence de cystéine 0,01 M. a : temps de digestion de
4 h ;b : temps de digestion de 18 h. Les chiffres indiqués 3 gauche

de chaque &lectrophorégramme correspondent au poids moléculaire x 10-3,

N.B.- Cette figure est identique &4 la figure 2 de l'article n®° 3, page 90.
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Figure 27.- Immunoélectrophor&se des sous-classes d'IgG de Rat
aprés digestion par la mercuripapaine en présence de cystéine
0,001 M (rapport enzyme/protéine : 1 %Z ou 5 Z). L'antisérum

anti-Y2c contient des anticorps'anti—idiotypiques dirigés contre
1'IgG2c IR 304.

N.B.- Cette figure est identique a la figure 3 de l'article n° 3,
page 91 .,
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TABLEAU 5.- POIDS MOLECULAIRES DES FRAGMENTS OBTENUS PAR
HYDROLYSE DES SOUS-CLASSES D'IgG DU RAT PAR
LA PAPAINE EN. PRESENCE DE CYSTEINE 0,01 M
(Détermination par &lectrophorése en gel d'acrylamide-SDS
gradient d'acrylamide de 5 3 25 %)
Fragments majeurs Ffagments mineurs
IgGl 50.000 120.000
’ 28.000 23.000
14,000
IgG2a 50.000 14.000
27.000
IgG2b 62.000 110.000
52.000
28.000
IgG2c 50.000 75.000

23.000
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cystéine 0,01 M. On observe dans ces conditions un clivage presque complet
des deux-sous-classes résistantes & la papaine : IgGl et IgG2b. Une faible
proportion de matériel de poids moléculaire élevé (environ 100 000 daltons)
est observée. La figure 26 B et le tableau 5 indiquent les poids moléculaires
des fragments majeurs et mineurs obtenus par action de la papaine en pré-
sence de cystéine 0,01 M. Pour trois des sous-classes d'lgG : IgGl, IgG2a,
IgG2b, un fragment a le méme poids moléculaire (27 000 pour 1'IgG2a, 28 000
pour 1'IgGl et 1'IgG2b) qu'il soit ou non réduit par le 2-mercaptoéthanol.

L'immunoélectrophorése des sous-classes d'IgG différées par la papaine.
en présence de cystéine 0,01 M montre, pour toutes, la présenée d'arcs de
mobilité Fab et Fc (figure 4 de l'article n° 3, page 92). Un arc de mobilité
intermédiaire, suggérant une digestion incompléte, est observé pour I'IgGl.

2.2.3. ISOLEMENT DES FRAGMENTS OBTENUS PAR
DIGESTION DES SOUS-CLASSES D'IgG PAR LA
PAPAINE EN PRESENCE DE CYSTEINE 0,01 M

L'isolement des fragments obtenus par digestion par la papaine, en
présence de cystéine 0,01 M dans le tampon d'incubation, a été réalisé selon

les protocoles suivants :

- pour les sous-classes IgGl, IgG2a, IgG2b, deux étapes successives :

. chromatographie sur colonne d'Ultrogel AcA 44 (en tampon phosphate
de sodium 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4).

. chromatographie sur colonne de DEAE cellulose ou DEAE Trisacryl M,
équilibrée en tampon phosphate 0,01 M, pH 7,8 et élution par les
tampons phosphate de sodium 0,01 M, pH 7,8 ; 0,01 M, pH 6,8 ;
0,05 M, pH 6,8 et 0,2 M, pH 6,8.

- pour la sous-classe IgG2c, seule 1'étape de chromatographie sur colonne
DEAE-cellulose (ou DEAE-Trisacryl M) a été utilisée. En effet, les essais de
séparation sur colonne d'Ultrogel AcA 44 ont mis en évidence la présence de
nombreux pics correspondant probablement & des agrégats de différentes
tailles, ce qui enléve beaucoup d'intérét & cette étape de purification.
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Les détails expérimentaux sont indiqués dans la publication n°® 3§
(page 111). '

La figure 28 résume les résultats de la purification des fragments
obtenus par digestion d'une IgG2a monoclonale (IR530). La chromatographie
sur Ultrogel AcA 44 sépare deux fragments majeurs, dont la purification
compléte est assurée par chromatographie sur DEAE-cellulose. Le fragment
élué de la colonne de DEAE-cellulose par le tampon phosphate de sodium
0,2 M, pH 6,8 (fractions 1b et 2b) a un poids moléculaire apparent d'environ
60 000 daltons en chromatographie sur Ultrogel AcA 44 mais de 27 000 dal-
tons en électrophorése en gel d'acrylamide-SDS. Il réagit en immunoélectro-
phorése avec un antisérum anti-chaine lourde Y. Tous ces éléments indiquent
qu'il s'agit d'un Fe non covalent, c'est-a-dire ne comportant pas les ponts
disulfure de la région charniére. Le fragment élué par le tampon phosphate
0,01 M, pH 7,8 (1la et 2a) a un poids moléculaire d'environ 50 000 daltons en
chromatographie sur Ultrogel AcA 44 et en électrophorése en gel d'acrylamide-
SDS. Aprés réduction des ponts disulfure par le 2-mercaptoéthanol, son
poids moléculaire est de 23 000. Il1 ne réagit pas avec un antisérum anti-
chaine lourdeY . Tout ceci indique qu'il s'agit d'un fragment Fab. Il faut
noter- que pour certaines IgG2a monoclonales de mobilité plus anodique en
électrophoreése, le fragment Fab est élué de la colonne de DEAE-cellulose soit
par le tampon phosphate 0,01 M, pH 6,8 ; soit par le tampon phosphate 0,05
M, pH 6,8.

L'isblement des fragments obténus par action de la papaine sur les IgGl
monoclonales donne des résultats similaires & ceux obtenus pour 1'IgG2a
(résultats non présentés). Un fragment mineur, d'environ 14 000 daltons,
observé lors du contrdle des hydrolysats enzymatiques d'IgGl et d'IgG2a par
électrophorése en gel d'acrylamide-SDS (voir par exemple la figure 26 B) n'a
_pas été purifié dans nos expériences. Cependant, sa taille suggére qu'il
s'agit d'un Fec', analogue & celui obtenu par protéolyse enzymatique des IgG
humaines.

La séparation des produits de digestion d'une IgG2b monoclonale (IR
863) est présentée dans la figure 29 ainsi que le contréle des fragments
purifiés. Les résultats indiquent que trois types de fragments sont obtenus :
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Figure 28.- Purificatioh des fragments obtenus par la digestion
par la papaine de 1'IgG2a monoclonale IR 530 (50 mg ; digestion

de 4 h 3 37°C en présence de cystéine 0,01 M et avec un rapport
enzyme/protéine de 1 Z). La chromatographie sur Ultrogel AcA 44
(tampon PBS, pH 7,4 ; colonne : 2,6 x 90 cm ; débit d’'é&lution :

15 ml/h ; volume des fractions : 5 ml) sépare deux fractions prin-
cipales 1 et 2. La chromatographie sur DEAE-Cellulose de ces deux
fractions donne pour chacune d'elles deux sous-fractions : la et
lb, 2a et 2b (colonne : 2 x 15 em ; débit : 15 ml/h ; fractions

5 ml ; tampon 1 : phosphate de sodium 0,01 M, pH 7,8 ; tampon 2 :
phosphate de sodium 0,2 M, pH 6,8). Les fractions la, 2a et 1b, 2b
sont respectivement identiques (voir les contrSles par électropho-
rése en gel d'acrylamide-SDS et par immunoélectrophorése dans la

partie inférieure de la figure).
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Figure 29.- Purification des fragments obtenus par hydrolyse par
la papaine de 1'IgG2b monoclonale IR 863 (80 mg ; digestion de 4 h
3 37°C en présence de cystéine 0,01 M et avec un rapport enzyme/

protéine : 1 7). Deux fractions | et 2 sont obtenues par chromato-

graphie sur Ultrogel AcA 44 (schéma du haut de la figure ; conditions

expérimentales identiques 3 la figure 28). La chromatographie des
fractions 1 et 2 sur DEAE-Cellulose et 1'é&lution par les tampons A :
phosphate de Na 0,01 M, pH 7,8 ; B : phosphate de Na 0,01 M

pH 6,8 ; C : phosphate de Na 0,2 M, pH 6,8, permet d'obtenir
les fractions la, lb et 2a, 2b, dont le contrdle par &lectrophordse

en gel d'acrylamide-SDS et par immunoélectrophorése est présenté

dans le bas de la figure ; la et 2b donnent des résultats identiques.

N.B.~ Dans certaines expériences, les fractions la et 2b sont éluées

par le tampon B.




D.0.280 nm
- 8

1 2 —
0 50 100
Fractions
£ 044 04
c
?
c\.‘ Q2.A B c 0’24A B C g
o ‘ l T
a 2b v‘v'\-f‘x f!
hl) b 2a \ /) |
Y v Fr———yf I v v M Y 4&"—-"'{"' v
c 10 _20 0 100 10 20 O 10 20 O 100 10 20
Fractions
la
-3 )
2 2, 1b
PMx0~ 2b 2a _anti-lge

60. cme

50- -

27 o W

~anti- &



- 141 -

Fab de poids moléculaire 50 000, Fc non covalent de poids moléculaire 27 000,
et Fc covalent de poids moléculaire 60 000. Ce dernier fragment comporterait
tout ou partie des ponts disulfure de la région charniére.

La purification de 1'hydrolysat par la papaine d'une IgG2c monoclonale
(IR 304) est présentée dans la figure 30. Les contréles par électrophorése en
gel d'acrylamide—SDS et par immunoélectrophorése indiquent que le Fe
d'IgG2c a un poids moléculaire de 50 000 daltons, et qu'il s'agit donc d'un Fe
covalent. Il existe également dans la fraction correspondant au Fc un com-
posé mineur de poids moléculaire environ 27 000 daltons qui pourrait corres-
pondre & un Fc non covalent.

La figure 31 résume schématiquement les structures des différents
fragments obtenus par protéolyse par la papaine des quatre sous-classes
d'iIgG du Rat.

2.3. ORIGINE DE LA RESISTANCE A LA PROTEOLYSE
ENZYMATIQUE PAR LA PAPAINE

Nos résultats montrent que chez le Rat, comme pour d'autres espéces
animales ol des sous-classes d'IgG ont été mises en évidence, certaines
d'entre elles sont résistantes a l'action de la papaine lorsque l'incubation est
réalisée en l'absence d'agent réducteur (ou une concentration trés faible). A
I'inverse d'autres enzymes protéolytiques, comme la trypsine ou la protéase
V8 de S. aureus, pour lesquels la spécificité d'action se limite & un nombre
restreint d'acides aminés (par exemple, lysine et arginine pour la trypsine),
la papaine clive les liaisons peptidiques du c6té C-terminal de nombreux
acides aminés différents (avec cependant une préférence pour les acides
aminés hydrophobes). Le clivage par la papaine des IgG dans la région
charniére refléete donc essentiellement l'accessibilité de cette zone de la
molécule 'plutét que la présence de certains résidus d'acides aminés dans la
séquence. L'accessibilité de la région charniére comme facteur limitant la
digestion par la papaine est suggérée par les effets de l'addition d'un agent
réducteur tel que la cystéine 0,01 M. En plus de son effet activateur sur la
papaine, la cystéine 0,01 M est capable de réduire de facon partielle les
ponts disulfure inter-chaines. La réduction des ponts disulfure de la région
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Figure 30.- Purification d'un hydrolysat par la papaine d'IgG2c
monoclonale IR 304 (50 mg de protéine ; digestion par la papaine

de 4 h & 37°C avec un rapport enzyme/protéine de 1 Z ; en présence
de cystéine 0,01 M). Chromatographie sur DEAE-Cellulose (2 x 15 cm ;
débit : 15 ml/h ; volume des fractions : 5 ml), et &lution par les
tampons A : phosphate de Na 0,01 M, pH 7,8 ; B : phosphate de Na
0,01 M, pH 6,8 ; C : phosphate de Na 0,05 M, pH 6,8 ; D : phosphate
de Na 0,1 M, pH 6,8 ; E : phosphate de Na 0,2 M, pH 6,8. Le contrdle
des fractions ! et 2 par &lectrophor@se en gel d'acrylamide-SDS et

par immunoélectrophorése est présenté dans le bas de la figure.
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Figure 31.- Représentation schématique des différents fragments obtenus
par hydrolyse par la papaine (en présence de cystéine 0,01 M) des sous-
classes d'IgG du Rat. Les poids molé&culaires des fragments Fc et de la

partie Fd des fragments Fab sont indiqués entre parenthéses.
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charniére est & l'origine de l'augmentation de sensibilité & I'action de la
papaine comme l'ont clairement établi les travaux de WRIGHT, ENGEL et
JATON (1978) sur les IgG de Lapin. Quel en est le mécanisme ? Plusieurs
études ont montré que la réduction des ponts disulfure de la région
charniére a pour conséquence une modification de la conformation de la
molécule d'IgG. Les mouvements de rotation de la partie Fab sont trés
augmentés et le domaine C Y2 participe également & ces mouvements (CHAN
et CATHOU, 1977 ; FEWTRELL et al., 1979). La région située entre domaines
C Y2 et C Y3 représente la zone autour de laquelle s'effectuent les mou-
vements de rotation, alors que dans 1I'IgG non réduite, c'est autour de la
région charniére que s'effectuent les rotations des parties Fab
(YGUERABIDE, EPSTEIN et STRYER, 1970). De ce fait, on comprend que la
réduction des ponts disulfure de la région charniére ait pour conséquence
une plus grande accessibilité de cette zone & l'action d'enzymes protéoly-
tiques comme la papaine.

Quelles peuvent étre les causes qui expliquent une moins grande acces-
sibilité de la région charniére des sous-classes IgGl et IgG2b a 1'hydrolyse
par la papaine ? La structure tridimensionnelle de 1'IgG, telle qu'elle a pu
étre définie pour 1'lgGl humaine par COLMAN et al. (1976), HUBER et. al.
(1976), SILVERTON et al. (1977) montre que le glycanne du domaine CY 2
est proche de la région charniére. Par ailleurs, on sait que la présence
d'acides sialiques dans les copules glucidiques des protéines leur confére une
résistance & la protéolyse enzymatique, qui peut étre diminuée par désiali-
dation (voir exemple AQUINO et al., 1980). Enfin,v une sous-population d'IgG
de Lapin contient une galactosamine liée & une tréonine de la région char-
niére, ce qui lui donne une résistance plus grande & la protéolyse par la
papaine (FANGER et SMYTH, 1972 a,b). Tous ces éléments nous ont conduit
4 rechercher si les différences de sensibilité & la protéolyse enzymatique par
la papaine pouvaient s'expliquer par des différences de composition gluci-
dique ou éventuellement de localisation des glycannes. )
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L'analyse de la composition glucidique de différentes IgG monoclonales
de sous-classe IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG2c a été effectuée. Les résultats
obtenus (tableau 6) montrent qu'il existe des variations dans le pourcentage
des sucres et plus particuliérement dans la teneur en acide sialique pour des
IgG monoclonales d'une méme sous-classe. Dans aucun cas, la présence de
galactosamine n'a été mise en évidence. Enfin la protéolyse par la papaine de
I'IgGl, sous-classe résistante a l'action de l'enzyme, a été étudiée apres un
traitement par la neuraminidase (incubation de 8 heures & 37° C avec un
rapport enzyme/protéine de 13,5 U par mg). On ne met pas en évidence de
différence significative entre la digestion par la papaine d'IgGl traitée par la
neuraminidase et d'IgGl témoin (figure 32). L'ensemble de ces résultats n'est
donc pas en faveur d'un rdle des glycannes dans la résistance & la protéo-

lyse par la papaine.

Une autre explication pourrait étre les différences de longueur de la
région charniére comme nous l'avons déja discuté dans la premiére partie
(chapitre II, paragraphe C). En effet, pour les IgG humaines et murines, il
semble exister une corrélation entre la longueur de la séquence en acides
aminés de la région charniére et la sensibilité a la protéolyse par la papaine.
Cette hypothése pourrait étre analysée dans le cas des IgG du Rat, et dans
ce sens, la détermination des séquences des régions charniéres des IgGl et
IgG2b (résistantes & la papaine) et IgG2a (sensible & la papaine) serait
particuliéerement intéressante.

3. ETUDE DE L'ACTION DE LA PEPSINE

3.1. PROTOCOLE D'ETUDE

Les travaux réalisés initialement par NISONOFF et al. (1960) sur les
IgG de Lapin ont montré que la pepsine clive les IgG & un pH acide (en
général pH 4,5) en deux fragments majeurs : F(ab')2 et ch'.. Cependant,
des différences de sensibilité a la protéolyse par la pepsine ainsi que des
différences dans la nature des fragments obtenus ont été décrites pour les
sous-classes d'IgG humaines et d'autres espéces animales (cf premiére partie,

chapitre 1I, paragraphe C).



TABLEAU 6. COMPOSITION GLUCIDIQUE MOLAIRE DE DIFFERENTES IgG MONOCLONALES DES SOUS-CLASSES IgGl

IgG2a, IgG2b, IgG2c.

Cette composition a té déterminée par chromatographie en phase gazeuse aprés méthano-
lyse de la glycoprotéine (selon Zanetta ef al., 1972). Les résultats sont exprimés en
pourcentage relatif par rapport au mannose.

gve
G
~ Fucose Calactose Mannose N-Acétylglucosamine Acide N-acétylneuraminique
IgGl IR 27 N.D. ' 1,55 3 3,44 1,25
IR 595 0,34 0,96 3 3,06 0,42 ,
IR 766 0,69 1,65 3 2,95 1,38 o
o
\ i
IgG2a IR 33 0,94 1,29 3 3,11 1,07
IR 418 0,95 1,08 3 2, 84 0,28
IR 530 0,80 1,05 3 3,43 0,19
IgG2b IR 863 N.D. 1,55 3 3,33 0,33
IgG2c IR 304 N.D. 1,46 3 3,36 ' 0,61

IR 1012 0,7 0,6 3 2,7 1,07
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Figure 32.- Etude de 1'effet du traitement par la neuraminidase
(pour les conditions expérimentales, voir le texte, page 145)
sur la sensibilité des IgGl et IgG2a 3 1'hydrolyse par la papaine
en l'absence de cystéine 0,01 M. 1 @ 4 : protéines contrdles ;
5 8 8 : protéines hydrolysées par la papaine, 18 h a 37°C
(rapport enzyme/protéine : 1 %Z). 1 : IgGl IR 766 native ;

2 : IgGl IR 766 traitée par la neuraminidase ; 3 : IgG2a IR 418
native ; 4 : IgG2a IR 418 traitée par la neuraminidase ;

5 : hydrolysat par la papaine de 1'IgGl IR 766 native ;

6 : hydrolysat par la papaine de 1'IgGl IR 766 traitée par la
neuraminidase ; 7 : hydrolysat par la papaine de 1'IgG2a IR 418
native ; 8 : hydrolysat par la papaine de 1'IgG2a IR 418 traitée

par la neuraminidase.
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L'analyse de l'action de la pepsine sur les sous-classes d'IgG du Rat a
été effectuée dans les conditions expérimentales suivantes :

- incubation & 37° C en tampon acétate de sodium 0,1 M, pH 4,5, durant des
temps variables de 1 heure & 18 heures.

- rapport enzyme/proiéine de 1 &4 5 % (poids/poids).

- addition ou hon d'un agent réducteur, la cystéine 0,01 M.

L'analyse des fragments obtenus a été réalisée de la méme maniére que
pour les hydrolysats obtenus par action de la papaine.

3.2. RESULTATS

3.2.1. DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLYSE
PAR LA PEPSINE

L'utilisation de rapport enzyme/protéine et de temps d'incubation a 37° -
C variables ont permis de mettre en évidence des différences significatives
dans la sensibilité des sous-classes d'IgG & la digestion par la pepsine.
L'IgG2c est trés sensible & 1'hydrolyse pepsique, la digestion de cette s<;us-
classe étant compléte aprés 4 heures & 37° C et un rapport enzyme/protéine
1 % (figure 33). Les sous-classes IgGl et IgG2a sont les plus résistantes &
I'hydrolyse par la pepsine, leur digestion étant incompléte méme avec une
incubation prolongée (18 heures) et un rapport enzyme/protéine de 5 %
(figure 6 de l'article n°® 3, page 94). La digestion de 1'IgG2b est nettement
accrue par l'augmentation du temps de digestion et de rapport enzyme/
protéine (figure 7 de l'article n° 3). On peut donc définir un ordre de
sensibilité : IgG2c > IgG2b > IgGl, IgG2a. L'examen des produits de diges-
tion pepsique par électrophorése en gel d'acrylamide-SDS et par immuno-
électrophorése met également en évidence des différences dans la nature des -
fragments obtenues selon la sous-classe :

- Un fragment, dont le poids moléculaire (environ 100 000) suggére qu'il
s'agit d'un F(ab')z, est obtenu par hydrolyse pepsique de toutes les sous-
classes, mais le rendement est variable pour chaque sous-classe selon le
temps d'incubation et le rapport enzyme/protéine.
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Figure 33.- Electrophor@se en gel d'acrylamide-SDS (gradient
5-25 %) d'IgG de Rat aprés incubation avec la pepsine (rapﬁort
enzyme/protéine de 1 %) pendant 4 h & 37°C. A : hydrolysats

non réduits ; B : hydrolysats réduits par le mercaptoéthanol
(concentration finale 5 7). a : IgGl IR 595 ; b : IgGl IR 656 H

c : IgG2a IR 530 ;3 d : IgG2a IR 418 ; e : IgG2a du sérum de Rat ;
f : IgG2a IR 33 ; g : IgG2b TR 863 ; h : IgG2c IR 558 ; 1 : IgG2c
IR 759. Les chiffres sur la gauche des &lectrophorégrammes indi-

quent le poids moléculaire des marqueurs (x 10~3).

N.B.- Cette figure est identique & la figure 5 de l'article n° 3,
page 93.



- 150 -

- Un fragment de poids moléculaire 13 000, c'est-a-dire la taille du pFc' est
présent pour les sous-classes IgG2a, IgG2b et IgG2c (figures 5, 7 et 9 de
I'article n°® 3) mais n'est pas détecté dans le cas de l'IgGl.

- Un ou plusieurs fragments de poids moléculaire 50 000 a 55 000 (c'est-
a-dire la taille du F(ab') est détecté aprés digestion des sous-classes IgG2a,
IgG2b et IgG2c. Dans le cas des IgG2b et IgG2ec, la libération de ce frag-
ment est conditionnée par l'augmentation du rapport enzyme/protéine et du
temps d‘'incubation (figures 7 et 9 de l'article n° 3).

Ces différents fragments ont été isolés et caractérisés.

3.2.2. ISOLEMENT DES FRAGMENTS OBTENUS PAR LA
DIGESTION PEPSIQUE

Les produits de digestion des IgG par la pepsine ont été isolés par
chromatographie sur Ultrogel AcA 44. La figure 34 montre la séparation
obtenue pour les sous-classes IgGl et IgG2a aprés 18 heures de digestion
avec la pepsine (rapport enzyme/protéine : 5 %). On y observe qu'il existe
une proportion non négligeable d'IgG non digérée ; que le fragment de poids
moléculaire 100 000 réagit avec un antisérum anti-IgG et ne réagit pas avec
un anti-Fe (il s'agit donc d'un F(ab')z) ; que le fragment 3 observé pour
I'lgG2a (poids moléculaire 13 000 en électrophorése en acrylamide-SDS) réagit
avec un antisérum anti-Fc Y, et avec un antisérum anti-IgG. Ces critéres le
définissent comme un pFc'.

La figure 35 montre la séparation obtenue pour une IgG2c monoclonale
(IR 304) selon que la digestion est réalisée pendant 4 heures avec la pepsine
dans un rapport de 1 % (enzyme/protéine) (figure 35 A) ou de 18 heures
avec 5 % d'enzyme (figure 35 B). On y observe que le fragment majeur a un
poids moléculaire de 100 000 dans le premier cas, de 50 000 dans le deuxieme
cas. Ces fragments ne réagissent pas avec un anti-Fc Y. Ces critéres (poids
moléculaire et antigénicité) les définissent comme étant respectivement un

F(ab')2 (poids moléculaire 100 000) et un F(ab') (poids moléculaire 50 000).
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Des résultats analogues & ceux obtenus pour l'IgG2c sont obtenus pour
les sous-classes IgG2b selon que la protéine est digérée 18 heures avec 1 %
de pepsine (production de F(ab')z) ou 18 heures avec 5 % de pepsine
(production de F(ab')).

3.3. MECANISMES POUVANT EXPLIQUER LA RESISTANCE A LA
PROTEOLYSE PEPSIQUE '

Les résultats principaux obtenus dans notre étude sont :

la résistance a la protéolyse pepsique des sous-classes IgGl et IgG2a, la
trés grande sensibilité de 1'IgG2e,

l'absence de production de pFc' dans le cas de la sous-classe IgGl,

la libération de fragment F(ab') par hydrolyse pepsique des sous-classes
IgG2b et IgG2c,
la production de fragment F(ab') par hydrolyse de 1'IgG2a en présence de

cystéine 0,01 M.

Comme la papaine, la pepsine est un enzyme qui clive les liaisons pepti-
diques dans lesquels sont engagés les carboxyles de nombreux acides aminés
différents, plus particuﬁérehent les acides aminés hydrophobes et aroma-
tiques. Cependant, a la différence de la papaine dont le site dé clivage
principal est la région charniére, la pepsine peut cliver la molécule d'IgG en
plusieurs sites : la partie C-terminale de la région charniére (libération d'un
fragment F(ab')2), le domaine C vy 2 (libération de plusieurs peptides), la
zone située entre domaine C Y2 et C v3 (libération d'un fragment pFc') (voir
par exemple la revue générale de STANWORTH et TURNER, 1978). Cette
possibilité de clivage en plusieurs sites est lide en partie & ce que la di-
gestion pepsique s'effectue 4 un pH légérement acide (pH 4,5 en général) et
que des modifications conformationnelles minimes se produisent & ce pH
(STEWART et STANWORTH, 1975). On peut donc penser que la résistance &
la pepsine dépend & la fois de l'accessibilité de la région charniere, de la
structure et de la conformation du domaine CY 2, ainsi que de l'importance
des contacts entre domainés C v2 et C v3. Cette situation complexe est
illustrée par le fait que les différences entre sous-classes d'IgG de Rat mise
en évidence dans notre étude, comme celles observées pour les IgG humaines
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Figure 34.- Chromatographie sur Ultrogel AcA 44 (tampon PBS,
pH 7,4 ; colonne 2,6 x 90 cm ; dé&bit : 15 ml/h ; volume des
fractions : 5 ml) d'IgGl monoclonale IR 27 (A) et d'IgG2a
monoclonale IR 418 (B) aprés hydrolyse par la pepsine (rapport
enzyme/protéine : 5 %), 18 heures 3 37°C. Dans le bas de la
figure, sont présentfsles contrdles par Electrophorése en gel
d'acrylamide-SDS (concentration d'acrylamide 7,5 %) et par
immunoélectrophorése des fragments | et 2 de la partie A et

1, 2 et 3 de la partie B.
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(TURNER, BENNICH et NATVIG, 1970 a,b), résident & la fois dans la pro-
duction de fragment F(ab')2 mais aussi dans celles de fragments pFc' et
F(ab').

Les éléments de structure expliquant les différences de comportement
des sous-classes d'IgG & l'action de la pepsine ne sont donc pas les mémes
que ceux responsables de la résistance a la papaine (excepté la région
charniére). On notera en particulier que 1'IgG2a de Rat, sensible a l'hydro-
lyse par la papaine, est résistante & 1'hydrolyse pepsique. De méme, 1'IgG4
humaine, résistante & l'action de la papaine, est trées sensible & l'hydrolyse
pepsique. |

Dans le cas des IgG humaines, dont les structures primaires sont
connues, les particularités de séquence qui permettent d'expliquer l'action de
la pepsine ne sont pas évidentes, excepté la structure de la région charniére
de 1'IgG3 dont la longueur inhabituelle est probablement la cause de la
grande sensibilité de cette sous-classe a I'hydrolyse pepsique. En parti-
culier, les structures des domaines C Y2 et CY 3 présentent de trés grande
homologie entre sous-classes (plus de 90 %) (voir premiére partie, chapitre
II, paragraphe D).

Ce qui doit jouer un roéle important dans le comportement des sous-
classes d'IgG a l'hydrolyse pepsique est llimportance des contacts entre
domaines, plus spécialement les contacts CY 2 et C Y3 et peut-étre les con-
tacts C Y2 - Fab. En effet, plusieurs travaux (DOI et JIRGENSONS, 1970 ;
CONNELL et PORTER, 1971 ; ELLERSON et al., 1972 ; STEWART et
STANWORTH, 1975) ont montré que les contacts entre domaines C Y2 et C7V3
peuvent étre rompus apres incubation & un pH acide (pH 2,8 par exemple) et
ne sont pas completement restaurés lorsque la solution d'IgG est ramenée &
un pH neutre. Or, ceci a pour conséquence une augmentation trés importante
de la sensibilité & la protéolyse & la pepsine et a d'autres enzymes
(CONNELL et PORTER, 1971 ; STEWART et STANWORTH, 1975 ; STEWART
et al., 1977).



Figure 35.- Chromatographie sur Ultrogel AcA 44 (conditions
identiques & la figure 34) d'IgG2c monoclonale IR 304 digérée
par la pepsine. A : 4 h 3 37°C avec un rapport enzyme/protéine
de 1 Z. B: 18 h & 37°C avec un rapport enzyme/protéine de 5 Z.
Dans le bas de la figure sont présentés les contrdles par
€lectrophorése en gel d'acrylamide~SDS et par immunoélectro—-

phord@se des fractions 1 et 2 de la partie A et 1 de la partie B.
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Nous avons étudié l'effet d'une pré-incubation & un pH acide (pH 2,8)
sur les sous-classes d'IgG du Rat résistantes & l'action de la pepsine : IgGl
et IgG2a (pour les détails techniques, voir la publication n° 5). Les résul-
tats obtenus (figure 2 de I'article n® 5, page 114) montrent que la sensibilité
&4 l'action de la pepsine est considérablement augmentée, avec une libération
de fragment F(ab')2 en des temps courts de digestion (2 & 4 heures). Dans
ces conditions, on n'observe plus de production de pFe' pour la sous-classe
IgG2a (alors qu'il est libéré de 1'IgG2a non pré-incubée a pH acide). Ces
résultats suggérent donc que c'est la conformation des domaines C Y2 et C Y3
et plus particulitrement les contacts existant entre ces domaines qui
contribuent & la résistance de certaines sous-classes d'IgG & l'hydrolyse
pepsique. La résistance de 1'IgGl et l'absence de production de pFe¢' par
cette sous-classe serait liée & l'existence de zones de contact inter-C Y2
- C Y3 plus importantes que pour les autres sous-classes.

La production de F(ab') par digestion des sous-classes IgG2b et IgGlc
ne releve pas du méme mécanisme, puisque la pré-incubation & pH acide des
sous-classes résistantes (IgGl et IgG2a) n'aboutit pas & la formation de ce
type de fragment. Elle pourrait dépendre de la structure de la région
charniére de ces sous-classes. Une production importante de F(ab') a été
notée pour la sous-classe IgG2b murine (GORINI et al., 1969) dont la région
charniére est plus longue que celle des sous-classes IgGl et IgG2a murines,
et comporte un nombre de sites potentiels de clivage par la pepsine plus
important (voi_r premiére partie, chapitre II, paragraphe D).

4. ETUDE DE L'ACTION DE LA TRYPSINE

Cette étude sera présentée de facon succinte dans ce paragraphe. En
effet, le clivage trypsique des sous-classes IgGl et IgG2a sera développé
dans le chapitre II, car il aboutit & la production tout & fait inhabituelle
d'un fragment correspondant au domaine variable VH. Seront décrits essentiel-
lement ici les fragments obtenus par hydrolyse trypsique des sous-classes
IgG2b et IgG2e.
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Figure 36.- Immuno&lectrophorése d'IgG monoclonales IgGl,
1gG2a, IgG2b, IgG2c aprds digestion par la trypsine (rapport
enzyme /protéine : 2 7Z) en présence ou non de cystéine 0,01 M.
L'antisérum anti-Y2c contient des anticorps anti-idiotypiques
contre 1'IgG2c étudiée (IR 304).

N.B.- Cette figure est identique & la figure 1 de l'article
n° 6, pagel75.
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4.1. PROTOCOLE DE L'ETUDE

La digestion par la trypsine a été réalisée dans les conditions expéri-
mentales suivantes :

- Incubation & 37° C en tampon Tris-HCl1 0,1 M, CaCl2 0,02 M, pH 7,2
durant des temps de 4 heures ou 18 heures.

- Rapport enzyme/proféine de 2 % (poids/poids).

- Addition ou non d'un réducteur, la cystéine 0,01 M.

4.2. RESULTATS

4.2.1. DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLYSE
TRYPSIQUE

La figure 36 montre les immunoélectrophoreéses des produits d'hydrolyse
trypsique des différentes sous-classes d'IgG. Les sous-classes IgG2b et
IgG2c présentent des arcs de précipitation de mobilité Fab et Fc, avec pour
les hydrolysats de 4 heures,. un arc de précipitation de mobilité similaire &
1'IgG non digérée. L'addition de cystéine 0,01 M ne modifie pas les résultats
de facon significative. A l'inverse, on n'observe pas d'arcs de précipitation
de mobilité Fab et Fc pour les sous-classes IgGl et IgG2a. En particulier,
pour 1'IgG2a, la ligne de précipitation observée aprés une digestion de 4
heures a une mobilité identique & 1'IgG non digérée.

La séparation par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de
différentes IgG monoclonales digérées par la trypsine, 4 heures & 37° C, est
présentée dans la figure 37. Les IgGl et IgG2a monoclonales sont clivées en
deux fragments majeurs de 120 000 et 13 000 daltons dont la caractérisation
sera abordée dans le chapitre II. Deux fragments de poids moléculaire 52 000
et 60 000 daltons sont obtenus par hydrolyse de l'IgG2b (figure 38 A,f). Le
fragment majeur obtenu par hydrolyse de 1'IgG2c a un poids moléculaire de
50 000 daltons. Ce fragment est obtenu de facon optimale aprés 18 heures de
digestion. '
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Figure 37.- Electrophor&@se en gel d'acrylamide-SDS (gradient

5-25 7 d'acrylamide) d'IgG de Rat apré&s digestion par la

trypsine (4 h 3 37°C avec un rapport enzyme/protéine de 2 Z).

A : Hydrolysats nom ré&duits ; B : Hydrolysats réduits par le
2-mercaptoéthanol (concentration finale 5 7). a : IgGl IR 595 ;

b : IgGIIR 656 ; c : IgG2a IR 530 ; d : IgG2a IR 418 ; e : IgG2a
IR 33 ; £ : IgG2b IR 863 ; g : IgG2c IR 304 ; h : IgG2c IR 558 ;
i: IgG2c IR 759 ; j : IgG2a du sérum de Rat ; k : IgG2c du sérum
de Rat. Les chiffres sur la gauche des électrophorégrammes indi-
quent le poids moléculaire (x 10~3) des principaux fragments.

H : chaine lourde ; L : chaine lé&gére.

N.B.- Cette figure est identigue a la figure 3 de l'article n° 6,

page 176 .
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4.2.2. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES FRAGMENTS
OBTENUS PAR HYDROLYSE TRYPSIQUE DES IgG2b ET

IgGZc

La figure 38 montre la séparation obtenue sur colonne d'Ultrogel AcA 44
pour une IgG2b monoclonale (IR 863) digérée par la trypsine pendant 4
heures. Deux pics (1 et 2) sont obtenus. Ces pics ont été purifiés sur
colonne de DEAE-cellulose (ou DEAE-Trisacryl-M) dans des conditions expéri-
mentales identiques A celles décrites pour les hydrolysats par la papaine. Les
contrdles de pureté obtenus (figure 38) montrent que le Fab(t) d'IgG2b a un
poids moléculaire d'environ 52 000 daltons, le Fec un poids moléculaire de
60 000 daltons (il s'agit donc d'un Fc covalent). Des résultats similaires ont
été obtenus pour la sous-classe IgG2c, excepté que les Fab(t) et Fe(t) ont
le méme poids moléculaire de 50 000 daltons (résultats non présentés).

4.3. DISCUSSION

Les résultats obtenus montrent que deux sous-classes IgG2b et IgG2c
sont clivées en fragments Fab(t) et Fc(t) analogues & ceux libérés des IgG
humaines (MEDGYESI et al., 1971), (excepté la sous-classe IgG2 humaine
résistante & l'hydrolyse trypsique), et a ceux obtenus par digestion des
sous-classes IgG2a et IgG2b de souris (GORINI et al., 1969). Les sous-
classes IgGl et IgG2a de Rat ne sont pas clivées dans la région charniére et
apparaissent donc résistantes & l'hydrolyse par cet enzyme. Nos résultats
confirment ceux de NEZLIN, KRILOV. et ROKHLIN (1973) montrant que
I'IgG2a de Rat est résistante & la protéolyse trypsique, alors que l'IgG2b est
clivée en fragments de type Fab(t) et Fc(t). Cependant, pour la sous-classe
IgG2a, deux fragments de poids moléculaire 120 000 et 13 000 daltons sont
observés dans des conditions dissociantes. Leur caractérisation sera décrite
dans le chapitre II.

5. ETUDE DE L'ACTION DE LA PRCTEASE V8 DE S. AUREUS

5.1. PROTOCOLE DE L'ETUDE

La protéase V8 de S. aureus est une endopeptidase spécifique des
résidus d'acide glutamique et d'acide aspartique (DRAPEAU, BOILY et
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Figure 38.- Représentation schématique de la purification

des fragments obtenus par hydrolyse trypsique de 1'IgG2b
monoclonale IR 863 (4 h 3 37°C avec un rapport enzyme/protéine
de 2 7). La chromatographie sur Ultrogel AcA 44 (conditions
identiques aux figures 34 et 35) sépare deux fractions majeures
l et 2 qui sont ensuite purifiées sur DEAE-Cellulose (colonne

2 x15cm; débit : 15 ml/h ; volume des fractions : 5 ml ;
tampon A : phosphate de sodium 0,01 M, pH 7,8 ; tampon B :
phosphate de sodium 0,2 M, pH 6,8. Les contrdles de pureté

des fractions la, 2a et lb, 2b par électrophorése en gel
d'acrylamide-SDS et par immunoélectrophor@se sont présentés

dans la partie inférieure de la figure.
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HOUMARD, 1972 ; HOUMARD et DRAPEAU, 1972). Son action peut étre
limitée aux résidus d'acide glutamique si l'incubation est réalisée en présence
d'ions ammonium (DRAPEAU, 1977). Elle présente deux pH optima pour son
activité : pH 4,0 et pH 7,8 (DRAPEAU et al., 1972). La digestion des sous-
classes d'IgG du Rat a de ce fait été étudiée dans trois tampons différents :

- Acétate d'ammonium 0,1 M, pH 4,0
- Bicarbonate d'ammonium 0,1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8
- Phosphate de sodium 0,1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8.

L'incubation a4 37° C pendant 4 heures a été effectuée en utilisant un rapport
enzyme/protéine de 1/30 (DRAPEAU, 1977). Les détails expérimentaux sont
indiqués dans la publication n° 4.

5.2. RESULTATS

5.2.1. DIFFERENCES OBSERVEES ENTRE SOUS-CLASSES
D'IgG

La figure 39 montre la séparation obtenue par électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS d'IgG monoclonales incubées avec la protéase V8 de S.
aureus dans les tampons n® 1, 2 et 3. Les résultats principaux observés
sont :

- la digestioh compléte de 1'IgG2b (IR 863) en deux fragments majeurs de
105 000 et 28 000 daltons apres incubation en tampons bicarbonate ou

phosphate pH 7,8 (voir parties 2 et 3 de la figure 39 A),

- I'absence de fragmentation significative des autres sous-classes d'IgG dans

les mémes conditions,
- la digestion incompléte de 1'IgG2b en tampon acétate pH 4,0,
- la présence pour toutes les sous-classes d'lgG de fragments de faible poids

moléculaire (environ 12 000 daltons) lorsque les produits de digestion des
IgG sont analysés aprés réduction par le mercaptoéthanol (figure 39 B).
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Figure 39.- Electrophor&@se en gel de polyacrylamide-SDS d'IgG
monoclonales de Rat apré&s hydrolyse par la protéase V8 de

S. aureus (4 h & 37°C avec un rapport enzyme/protéine de 1/30).
A : Echantillons non réduits ; B : &chantillons réduits par le
2-mercaptoéthanol. (1) Digestion en tampon acé&tate d'ammonium
0,1 M, pH 4 ; (2) digestion en tampon bicarbonate d'ammonium
0,1 M 0,002 M EDTA, pH 7,8 ; (3) digestion en tampon phosphate
de sodium 0,1 M, 0,002 M EDTA, pH 7,8. a : IgGl IR 27 ;

b : IgG2a IR 418 ; ¢ : IgG2a IR 530 ; d : IgG2b IR 863 ;

e : IgG2c IR 304. Les chiffres sur la gauche des &lecttophoré-

e

grammes indiquent le poids moléculaire des marqueurs (x 10-3).

N.B.~ Cette figure est identique a la figure 1 de 1l'article n° 4,

page 103 .
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Les immunoélectrophoréses des différentes sous-classes d'IgG incubées
avec la protéase V8 de S. aureus sont présentées dans la figure 2 de
I'article n® 4 (page 104). Les hydrolysats d'IgG2b obtenus par digestion en
tampons bicarbonate d'ammonium ou phosphate de sodium, pH 7,8 montrent la
présence d'arcs de précipitation distincts dans leur mobilité de 1'IgG non
digérée.

La figure 3 de l'article n® 4 (page 104) montre les résultats obtenus
avec des IgGl, 1gG2a, IgG2c et une fraction contenant IgG2a et IgG2b
isolées du sérum normal. Ces IgG ont été incubées avec la protéase V8 de S.
aureus en tampon phosphate, pH 7,8. On observe seulement une digestion de
la fraction contenant de 1'IgG2b avec production d'un fragment de poids
moléculaire 105 000 daltons (figure 3 A,8). La chaine polypeptidique ayant le
poids moléculaire de la chaine Y2b (figure 3 B,7) disparait aprés digestion
par la protéase V8 de S. aureus (figure 3 B,8).

5.2.2. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES FRAGMENTS
OBTENUS PAR DIGESTION DES IgG2b MONOCLONALES

La comparaison des hydrolysats obtenus de différentes sous-classes
montrait que seule 1'IgG2b est clivée par la protéase V8 de S. aureus. Les
fragments obtenus par digestion en tampon phosphate, pH 7,8 ont été isolés
par chromatographie sur Ultrogel AcA 44 et chromatographie sur DEAE-
Trisacryl M. La figure 40 résume la purification des fragments et le contréle
de leur pureté. De ces résultats, on peut conclure que la protéase V8 de S.
aureus libére trois fragments de 1'IgG2b :

- un fragment F(ab)2 de poids moléculaire 105 000
- un fragment Fc non covalent de poids moléculaire 27 & 28 000 daltons
- un fragment (mineur) de type Fab de poids moléculaire 50 000

La structure de ces fragments est résumée schématiquement dans la figure
41.
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Figure 40.- Représentation schématique de la purification
des fragments obtenus par hydrolyse de 1'IgG2b monoclonale
IR 863 par la protéase V8 de S. aureus (digestion de 4ha
37°C avec un rapport enzyme/protéine de 1/30, en tampon phos-
phate de Na 0,1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8). A : Séparation sur
Ultrogel AcA 44 (colonme 2,6 x 90 cm) en PBS, pH 7,4. Les
marqueurs de poids moléculaire IgG, sérumalbumine bovine (BSA)
et ovalbumine (OVA) sont indiqués. B : Purification du pic 3
par chromatographie sur DEAE-Cellulose (colonne 1,6 x 10 cm ;
débit : 15 ml/h ; volume des fractions : 5 ml). Elution par
les tampons phosphate de Na 0,01 M, pH 7,8 et 0,2 M, pH 6,8).
La partie inférieure de la figure présente le contrdle
des fractions par &lectrophor@se en gel d'acrylamide-SDS (A)

et par immunoélectrophorése (B).

N.B.- Cette figure correspond aux figures 4 et 5 de 1'article
n° 4, pages104 et105.
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Figure 41.- Schéma illustrant, 3 1'aide du modéle de la mol&cule d'IgG,
la structure des fragments obtenus par hydrolyse de 1'IgG2b IR 863 par
la protéase V8 de S. aureus. La fléche en traits pleins correspond au
clivage de la molécule en fragments F(ab)'2 et Fc, alors que la fl&che
en pointillés indique qu'il existe un site de clivage (mineur) libé&rant
un fragment de type Fab (la représentation d'un seul pont disulfure
entre chaines lourdes dans la région charniére est hypothétique, la

structure de cette région charnidre n'étant pas connue).
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5.3. DISCUSSION

Le résultat principal obtenu est que seule la sous-classe IgG2b est
clivée par la protéase V8 de S. aureus a pH 7,8 en deux fragments majeurs
de type (F(ab)2 et Fc non covalent. L'identité des résultats obtenus en
tampon phosphate de sodium et en tampon bicarbonate d'ammonium suggére
que c'est au niveau d'un résidu d'acide glutamique que s'effectue le clivage.
La productioh de fragments F(ab)2 et Fc non covalent indique que la liaison
peptidique clivée par la protéase V8 est située dans la partie C-terminale de
la région charniére. L'absence de digestion compléte de 1'IgG2b a pH 4 n'est
probablement pas liée & des différences d'activité de la protéase V8 a pH 4,0
et '?,8, puisque DRAPEAU et al. (1972) montrent que l'enzyme est en fait
plus actif & pH 4 qu'a pH 7,8. Il est vraisemblable que ces différences sont
liées & l'existence de modifications conformationnelles a4 pH acide, comme
celles observées pour les IgG de Lapin (STEWART et STANWORTH, 1975 ;
STEWART et al., 1977).

E - CONCLUSIONS : TYPAGE CHIMIQUE DES SOUS-CLASSES D'IgG DU RAT
ET CONDITIONS. OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS
Fab, F(ab'), et Fc

1. TYPAGE CHIMIQUE DES SOUS-CLASSES D'IgG

Les résultats présentés dans les paragraphes B, C et D permettent de
définir un certain nombre de caractéristiques immunochimiques qui diffé-
rencient les sous-classes, d'IgG du Rat. Les caractéristiques principales
sont résumées dans le tableau 7. Parmi celles-ci, on notera la résistance a la
protéolyse par la papaine des IgGl et IgG2b, la trés grande sensibilité a
I'hydrolyse pepsique de 1'IgG2c, et la sensibilité a 1'hydrolyse par la pro-
téase V8 de 1'IgG2b. A partir de ces résultats, il nous est apparu que la
méthode la plus simple et la plus reproductible pour distinguer les quatre
sous-classes d'IgG du Rat était l'analyse par électrophorése en gel d'acry-
lamide-SDS des IgG réduites par le mercaptoéthanol et de leur produit de
digestion trypsique. En effet, les chaines Y1 et Y2b ont un poids moléculaire
apparent de 55 000 daltons alors que les chaines Y 2a et Y2c ont un poids
moléculaire de 52 000 daltons. Aprés hydrolyse trypsique, les fragments
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Figure 42.- Electrophor&se en gel d'acrylamide-SDS (acrylamide
7,5 % ; échantillons réduits par le mercaptoéthanol 5 %) d'IgGl
(1), IgG2a (2a), IgG2b (2b), IgG2c (2c), nmatives (A) ou aprés
hydrolyse par la trypsine, 4 h 4 37°C avec un rapport enzyme/
protéine de 2 Z (B). Les chiffres sur les cBtés des électropho-
régrammes indiquent le poids moléculaire (x 10—3), des chalnes

lourdes (partie A) ou de différents fragments (partie B).
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obtenus permettent de distinguer clairement les sous-classes dont les chaines
‘ont le méme poids moléculaire : IgGl et IgG2b d'une part, et IgG2a et IgG2c
d'autre part (figure 42). Pour les IgGl, les chaines polypeptidiques obser-
vées sont : la chaine légére et deux polypeptides de 38 000 et 13 000
daltons. Pour les IgG2b ce sont : la chaine légére, un polypeptide majeur de
28 000 daltons (Fc non covalent) et deux bandes de 26 000 et 36 000 daltons.
De méme, on observe pour 1'IgG2a trois bandes peptidiques correspondant a
la chaine légére et & deux fragments de 36 000 et 13 000 daltons alors que
pour 1'IgG2c, la chaine légére et deux polypeptides de 26 000 et 22 000
daltons sont obtenus par hydrolyse trypsique.

2. CONDITIONS OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS
Fab, F(ab'), ET Fc

A partir des résultats obtenus par protéolyse enzymatique des sous-
classes d'IgG, les conditions optimales pour la préparation de différents
fragments principalement Fab, F(ab')2 et Fc peuvent étre définies. Elles sont
résumées dans le tableau 8. La préparation de fragments Fab peut étre
obtenue pour toutes les sous-classes par hydrolyse par la papaine. Dans le
cas des sous-classes IgG2b et IgG2c, l'hydrolyse par la trypsine permet
également l'obtention d'un fragment Fab(t). Pour ces deux sous-classes, il
est en fait plus simple d'utiliser 1'hydrolyse par la pepsine qui, dans
certaines conditions présentées dans le tableau 8, libére des fragments de
type F(ab'). En effet, ces fragments peuvent étre purifiés par une seule
chromatographie sur Ultrogel AcA 44.

L'isolement de fragments Fc peut étre réalisée aprés hydrolyse par la
papaine des différentes sous-classes. Cependant, pour les protéines de
sous-classe IgG2c, le rendement en fragment Fc est faible, et il est
préférable d'utiliser 1'hydrolyse par la trypsine. La trypsine peut également
étre employée pdur la préparation de Fec(t) & partir d'IgG2b monoclonales.



TABLEAU 8.,- RESUME SCHEMATIQUE DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS Fab OU Fab(t)
F(ab'), F(ab'), ou F(ab_)2 ET Fc ou Fe(t), A PARTIR D'IgG MONOCLONALES DE SOUS-CLASSES IgGl,
IgG2a, IgG2b ET IgG2c ‘
Les pourcentages indiqués sont des pourcentages enzyme/protéine (poids/poids) ; les hydro-
lyses sont réalisBes 8 37°C ; 1l'hydrolyse par la papaine est réalisée en présence de cys-
téine 0,01 M,
i
5= .
IgGl IgG2a i IgG2b IgG2c
Fab et Fec Papaine (1 Z, 4 h) Papaine (1 Z, 2 h) Papaine (1 7, 4 h) Papaine (1 Z, 2 h)
) 1
Fab(t) et Fe(t) non obtenu non obtenu Trypsine (2 Z, 4 h) Trypsine (2 Z, 4 h) 3
o
' 1
Kab") non obtenu non obtenu Pepsine (5 %, 18 h) Pepsine (5 %, 18 h) J
F(ab')2 Hydrolyse pepsique Hydrolyse pepsique Pepsine (1 Z, 18 h) Pepsine (1 Z, 4 h)
(1 Z, 4 h) apres (1 7Z, 4 h) aprés
incubation & pH 2,8 incubation 3 pH 2,8
F(ab)2 non obtenu non obtenu Protéase V8 de non obtenu
S. aureus

(33 7%, 4 h)
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La production optimale de fragments F(ab')2 4 partir des protéines de
sous-classe IgGl et IgG2a peut étre obtenue si les IgG sont préalablement
incubées & un pH acide (pH 2,8). Les détails expérimentaux sont indiqués
dans la publication n°® 5. Dans ces conditions, une hydrolyse compléte des
IgGl et IgG2a en fragments F(ab')2 est obtenue en des temps d'incubation de
2 a4 4 heures. L'hydrolyse par la protéase V8 de S. aureus représente la
méthode optimale pour obtenir un fragment de type F(ab)2 a partir d'IgG2b

monoclonales.
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CHAPITRE 1l

ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UN FRAGMENT CORRESPONDANT AU(
DOMAINE VARIABLE VH OBTENU PAR HYDROLYSE TRYPSIQUE DES

IgG1 et IgG2a DE RAT
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1. Sunimary

Monoclonal rat IgG belonging to the 4 rat IgG sub-
classes, and some IgG subclasses isolated from normal
rat serum were subjected to enzymatic degradation
with trypsin. Differences in the products of tryptic
digestion were observed according to the IgG subclass.
1gG,,, and IgG,, were degraded mainly into Fab and
Fc fragments. IgG and IgG,, appeared resistant to
such cleavage. However, tryptic digestion of the latter
two produced two fragments separated only in disso-
ciating media. Results of the studies suggest that one
of the fragments (mol. wt. 13,000) probably consists

" of most of the variable domain of the v heavy chain,
while the second (mol. wt. 120,000) consists of the
1gG deleted of the VH regions.

2. Introduction

~ Enzymatic hydrolysis has been used for several
years as a means for inmunochemical analysis of the
immunoglobulins, in particular for the characteriza-
tion of the subclasses. It has been shown that IgG
subclasses differ in their sensitivity to the proteolytic
enzymes, especially papain and pepsin. The action of
trypsin has also been studied but less extensively.
Human IgG,, IgG3 and IgGy are susceptible to trypsin
cleavage, which produces Fab- and Fc-like fragments:
tFab and tFc [1]. On the other hand, IgG, is resistant
to trypsin and fragmentation occurs only after long
times of digestion. In the mouse, studies by Gorini et
al. [2] have shown that IgG, is more resistant to tryp-

sin than IgG,, and IgG,y,: these latter two are split
into Fab- and Fc-like fragments that are not found in
the digests of IgG,. In the rat, Nezlin et al. [3] have
demonstrated a different susceptibility to trypsin of
two IgG subclasses: IgG,, and IgGyy,. I18G,, is resis-
tant to the enzyme and left undigested whereas 1gGyy,
is degraded into Fab and Fc fragments. The availabil-
ity of the monoclonal 1gG secreted by the LOU rat
immunocytomas [4,5] led us to extend the study toa
comparison of the 4 rat IgG subclasses: IgGy, 1gG,,,
1gG4;, and 1gGo. [6]. Our results showed that IgGy,
and IgG,, are susceptible to trypsin and split mainly
into Fab- and Fclike fragments. On the contrary,
IgG, and 1gG,, appeared mainly unsplit when studied
in non-dissociating conditions, but were separated in
dissociating media into two components, one of
which is probably related to most of the VH domain
and the other consists in the IgG depleted of VH.

3. Materials and methods

3.1. Immunocytomas

Immunocytomas producing monoclonal immuno-
globulins were maintained in our laboratory as de-
scribed previously [4].

3.2. Purification of rat immunoglobulins

Normal rat serum was obtained from randomly
bred Wistar rats.

Monoclonal rat IgG and IgG,, from normal rat
serum were isolated as described previously [7]. IgG,,
from normal rat serum was purified by chromatog-

0165-2478/81/0000-0000/$2.50 © Elsevier/North-Holland Biomedical Press 93
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raphy of a precipitate at 40% ammonium sulphate
saturation on a protein A—Sepharose (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) column. Elution was performed
sequentially with 0.01 M sodium phosphate, 0.15 M
NaCl pH 8.0, 0.1 M sodium citrate, pH 6.0 and pH 3.0.
Fraction eluted at pti 3.0 contains only 1gG,, and
represents about 90% of 1gG,. from normal rat scrum

(8].

3.3. Antiscra

Polyvalent rabbit antisera to normal rat serum pro-
teins were purchased from Sebia. Antisera specific for
the heavy chain of rat IgG were prepared as described
previously [6].

3.4. Enzymatic digestions

TPCK-trypsin was purchased from Worthington
Biochemicals. Mercuripapain (25 mg/ml) and twice
crystallized pepsin were from Sigma Chemicals. Tryp-
tic digestions were performed as follows: rat IgG
(10 mg/ml) in 0.1 M Tris - HCI buffer, pH 7.8, con-
taining 0.02 M CaCl,, were digested for 4 h or 18 h
with an enzyme:protein ratio of 2% (w/w) with or
without the addition of 0.01 M cysteine. The digestion
was terminated by addition of soybean trypsin inhib-
itor (equimolar amount to trypsin). Papain digestions
with 1% (w/w) papain and 0.01 M cysteine, pepsin
digestion with 1% (w/w) pepsin were performed as
reported previously [7]. :

3.5. Purification of papain Fab and Fc fragments
Papain Fab and F¢ from monoclonal IgG, (IR 595),
IgG,, (IR 418, IR 530) and IgG,, from normal rat
serum were prepared by fractionation of a 2-h papain
digest on an Ultrogel AcA44 (LKB, Sweden) column
equilibrated in 0.01 M sodium phosphate, 0.15 M
NaCl, pH 7.4. The Fab and Fc were further purified
by chromatography on DEAE—cellulose (DE 32
Whatman) and sequential elution with 0.01 M sodium
phosphate, pH 7.8, then with sodium phosphate,
pH 6.8, buffers of the following molarities: 0.01 M,
0.05 M and 0.2 M. Purification of Fab from mono-
clonal IgGy, (IR 304) was performed as for IgG, and
[gG,, except that fracuonatxon on Ultrogel AcA44
was omitted.

3.6. Immunoélectrophoresis :
Immunoelectrophoresis was carried out in 1%
agarose with sodium barbital buffer 0.078 M, pH 8.2.

-
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3.7. Polvacrylamide gel electrophoresis

Acrylamide gel electrophoresis in a gradicnt from
5 to 30% acrylamide was performed as described by
Margolis and Kenrick [9], except that a concave
instead of a linear gradient was used.

Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS was per-
formed as described by Laemmli [10] with the modi-
fications previously reported [7,11].

4. Results

"Fig. 1 shows the pattern obtained by immunoelec-

trophoresis analysis of monoclonal proteins belonging

to the different IgG subclasses. Monoclonal IgG,;, and
IgG,, digested with 2% trypsin showed precipitation

IgG 1  native
\—(_" anti- rat serum
2%trypsin dh . T
e anti- 81
18h —
L T———— anti- rat serum
2% trypsin 4h - -_--:—\
cysteine QOTM T—— anti- §1

159G 2a native

Mon'. rat serum
2%trypsin 4h e -

qu. %2a

18h . '

B —— el L U AR T 1AL
e —————————
2%trypsin 4 h :
cysteina QOIM ""'";—'_"‘"'""“ anti-%2a

IgG 2b native .
v’

o anti-rat serum
2% trypsin 4h .
_"_"‘;":u:u_,_h_____ﬁ_ anti- %$2b
18h .
N anti-rat  serum
2%trypsin 4 h -
cysteine QOIM __ ~ww . anti- §2b
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.—-—-—%‘aml-rc! serum
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. i " .
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2% trypsin 4 h T 0
cysteine 00TM o ———e TV}~ & 2 €
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18h

Fig.1. Immunoclectrophortesis of monoclonal rat IgG native
and digested with 2% (w/w) trypsin with or without 0.01 M
cysteine. Antxqzc is also anti-idiotypic for the lngc pro-
tein (IR 304). )




lines of Fab and F¢ mobilities together with, in 4-h
digests, a precipitation line of mobility similar to un-
digested protein. The addition of cysteine did not
scem to significantly alter the immunoelectrophoretic

pattern of these two subclasses. IgG,, from normal X '
rat serum gave essentially the same results as mono- " :
clonal 18G5, (data not shown). In contrast to 1gGy,

and 1gG,, no Fab and Fc lines were observed in the

digests of IgG; and IgG,,. For monoclonal IgGy, the

Fig. 2. Electrophoresis in an acrylamide gradient (5-30%) of
monoclonal IgG. 1,12G; (IR 27);2,1gG,, (IR 418); 3,1gGyy,
(IR 863); 4, 1gGy. (IR 304). A: native proteins; B: proteins

digested for 4 h with 2% (w/w) trypsin. 4 E

A a b ¢ d e f g h i i k
155 o
: 155
120 - U
i Pweg T W0 P
» 8 L - - . A
gg— 0 e 658.. 52 o2 W0 we
B

Fig. 3. PAGE-SDS (gradient 5-25% acrylamide) of tryptic digests of rat IgG (digestion 4 h with 2% (w/w) trypsin). A: unreduced
digests. B: digests reduced by 2-mercaptoethanol (5% final concentration). (2) IgG IR 595; (b) IgG, IR 656; (c) IgGo, IR 530;
(d) IgG, IR 418; (e) I1gGy, IR 33; () 1gGop IR 863; (g) 18Gy, IR 304; (h) 1gG¢ IR 558; (i) 1gGy¢ IR 759; () 1gG, from nor-
mal rat serum; (k) 18G5 from normal rat serum. p
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precipitation line, different from the one of undigested
protein, has a cathodic part not reacting with an anti-
serum specific for IgG, Fc. The time of incubation
and the addition of 0.01 M cysteine did not seem to
modify the immunoelectrophoretic pattern. The main
compound observed in the 4-h digests of monoclonal
IgG,, had the same mobility as the undigested pro-
tein. After 18 h of incubation, or with addition of
0.01 M cysteine, a precipitation line of mobility simi-
lar to that for pepsin Fc was observed. In comparison
to monoclonal IgG,,, IgG,, from normal rat serum
gave minor Fab and Fc lines in addition to undigested
protein.

Electrophoresis in a gradient of acrylamide (Fig. 2)
of 4-h tryptic digests with 2% trypsin showed that
monoclonal IgG,, appeared almost completely resis-

TRYPSIN PAPAIN TRYPSIN

1 +
2% with Esioin PAPAIN

120
13
B
H chain 52
36
L chain 23

Fig. 4, PAGE-SDS (5-25% acrylamide) of monoclonal IgG,,

tant to trypsin. For IgG,, about half of the prepara-

tion was found cleaved in fragments of high molecular
weight (about 100,000 daltons). In the case of IgGyy,
and IgG,. most of the protein was split into compo-
nents of mol. wt. 50,000.

Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS of dif-
ferent monoclonal IgG, together with IgG,, and IgG,,
isolated from normal rat serum, after trypsin cleavage
(4 h with 2% trypsin) is shown in Fig. 3. Monoclonal
IgGy and IgG,, were found completely split into two
main fragments: mol. wt. 120,000 and 13, 000. In
the case of IgG,, isolated from normal rat serum, an
additional component of 52,000 daltons was also ob-
served. Monoclonal IgG,,, digests showed two compo-
nents of 52,000 and 70,000 daltons. Monoclonal
IgG,. and IgG, from normal rat serum were split

CONTROLS 2% TRYPSIN
Fab Fe Fab Fe

IR 418 digested with trypsin (2%, 4 h), papain (1%, 2 h with 0.01 M

cysteine), trypsin plus papain, and of Fab and Fc from IR 418 digested with trypsin (2%, 4 h). A: unreduced digests; B: digests

reduced by 2-mercaptoethanol (5% final concentration).
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into a main component: mol. wt. 50,000. Some minor
components of mol. wt. 100,000, 66,000 and 11,000
(the latter only noticed in IR 759 digests) were also
observed. After reduction of the cleavage products by
2-mercaptoethanol (Fig. 3B) fragments of mol. wt.
38,000 (1gG,) or 36,000 (IgG4,) and of mol. wt.
13,000 were observed together with the light chain in
monoclonal IgG, and IgG,, digests whereas the intact
heavy chain was absent. For IgG,,, a major compo-
nent of mol. wt. 27,000 and a minor of mol. wt.
36,000 were found associated with the light chain.
IgG,, digests showed protein bands of mol. wt.
25,000 and 20,000 together with the light chain (and
also low amounts of intact heavy chain). Taken to-
gether these results suggested that IgG,y, and 1gGy,
were split by trypsin mainly into Fab and Fc, where-
as a different type of cleavage had occurred for IgG,
and IgG,,. For these two subclasses, light chains
appeared undigested whereas the heavy chain was split
into two fragments, mol. wt. 13,000 and 36,000 or
38,000. The results of PAGE-SDS analysis suggested
that the large heavy chain fragments (mol. wt. 36,000~
38,000) were linked to the light chains to constitute
the component of mol. wt. 120,000.

_ In order to determine whether the cleavage of the
heavy chain of rat IgG, and IgG,, was in the Fd or
the Fc part of the IgG molecule, a comparison with
the products of papain cleavage was undertaken.
Papain releases from IgG; and IgG,, a non-covalent
Fc (mol. wt. 27,000 for IgG,,) and Fab fragments
(mol. wt. 46,000—48,000) [7]. Different monoclonal
IgG, and IgG,, were split successively with trypsin
and papain (or the reverse) and the resulting fragments
were compared to purified Fab and Fc by PAGE-SDS
analysis. Also the digestion by trypsin of some Fab
and Fc from monoclonal IgG and IgG,, was investi-
gated. The results shown for a monoclonal IgG,, (IR
418) (Fig. 4) indicated clearly that Fab was cleaved
by trypsin into two components: mol. wt. 30,000
and 13,000 whereas Fc appeared undigested. After
reduction by 2-mercaptoethanol, the component of
mol. wt. 30,000 was found to be composed of a light
chain (mol. wt. 23,000) and of a component of mol.
wt. 8,000. The same results were observed for the
other monoclonal IgG, and IgG,,. In contrast to the
Fab of monoclonal IgG, and IgG,,, Fab of mono-
clonal IgG,. (IR 304) was found insensitive to tryp-
sin cleavage. Furthermore, pepsin plus trypsin cleavage

of monoclonal IgG, and IgG,, showed that F(ab)’,
was also completely cleaved by trypsin. These results
showed that trypsin cleavage of rat IgG, and IgG,,
occurs in the Fd part of the molecule with the release
of a fragment of mol. wt. 13,000 related to the N-ter-
minal part of the heavy chain.

5. Discussion

Results of these studies showed that rat IgG are
differentially affected by tryptic cleavage and that a
relation to the IgG subclass can be defined. IgG,y, and
IgG,,. are split mainly into Fab- and Fc-like fragments
although minor components are also released. In the
case of 1gG,,, a large product (mol. wt. 100,000) pro-
bably an F(ab),-like fragment is observed after a short
time of cleavage. In IgG,, digests, the presence of a
heavy chain component of mol. wt. 36,000 (i.e. like
in IgG, and IgG,, digests but without the associated
component of mol. wt. 13,000) suggests that a type
of cleavage other than production of Fab and Fc has
also occurred, but the nature of this cleavage has not
been defined. For monoclonal IgG, and IgG,,, the
results indicate that short time (4 h) tryptic cleavage
split the heavy chain in the Fd with the release of a
fragment corresponding to the N-terminal part of the
heavy chain. The size of this fragment (mol. wt.
13,000) suggests that it probably represents most of
the variable domain of the heavy chain. Such a cleav-
age has not been described for IgG of other species
except occasionally for a monoclonal human IgG,
[12] and a monoclonal human IgG3 [13]. Production
of a VH fragment has also been reported from papain
digestion of a monoclonal human IgG3 [14]. In all
these reported cases the site of cleavage is situated in
the third hypervariable region and therefore this ex-
plains that it occurs only for very peculiar sequences
of this hypervariable zone. On the contrary to these
previous reports cleavage of rat IgG, and IgG,, appears
related to the subclass. In effect, it was observed for
several different monoclonal IgG, and IgG,, and also
for IgG,, from normal rat serum. However, in the case
of this latter, an additional component of mol. wt.
52,000 was observed and the presence of minor Fab
and Fc lines were demonstrated by immunoelectro-
phoresis. It was also observed that Fab of normal rat
I1gG,, was not entirely split by tripsin. This suggests
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* that a small part of the population of rat IgG, is split

into Fab and Fe and unsplit in the Fd part. It should
also be noticed that long-time tryptic cleavage (18 h)
or digestion in the presence of cysteine releases from
monoclonal 1gG,, a fragment probably related to the
tFc described by Medgyesi [1].

Experiments are now in progress to determine the
sequence around the cleavage site for IgG; and IgG,,.
Nevertheless, at present, results of our studies indicaic
that it is easy to obtain a fragment related to the VH

. domain by tryptic cleavage of monoclonal rat IgG,

and 1gG,, whereas such a fragment cannot be obtained
from IgG,y, and IgG,, proteins.
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Dans le chapitre I (paragraphe D-3), nous avions montré que les IgG
monoclonales de sous-classes IgG2b et IgG2c sont clivées par la trypsine en
fragments Fab(t) et Fec(t). A l'inverse, les IgGl et IgG2a apparaissaient
résistantes & ce type de clivage, mais deux fragments de poids moléculaire
120 000 et 12 000 daltons étaient mis en évidence par électrophorése en gel
d'acrylamide-SDS. Ce chapitre développe la caractérisation de ces deux
" fragments, en particulier l'identification du polypeptide de 13 000 daltons au
domaine variable VH’ et I'étude du point de clivage par la trypsine.

A - MISE EN EVIDENCE D'UN CLIVAGE DES SOUS-CLASSES IgGl ET IgG2a
EN DEUX FRAGMENTS ASSOCIES DE FACON NON COVALENTE

La figure 43 montre la séparation obtenue par chromatographie sur
Ultrogel AcA 44 d'une IgGl monoclonale (IR 27) et d'une IgG2a monoclonale
(IR 418) préalablement incubées avec la trypsine (rapport enzyme/protéine
2 %) 4 heures & 37° C. Le profil d'élution de 1'IgG2a met en évidence un seul
pic dont le poids moléculaire apparent est identique & 1'IgG non digérée
(environ 155 000 daltons). Dans le cas de 1'IgGl, ce pic majeur est suivi
d'un deuxiéme pic (mineur) d'environ 60 000 daltons. Les contrdles par
immunoélectrophorése montrent la présence d'arcs de précipitation de
mobilités Fab et Fe dans cette deuxiéme fraction, alors que la fraction ayant
le poids moléculaire de 1'IgG donne un seul arc de précipitation de mobilité
identique a 1'IgG non digérée. L'électrophorése en gel d'acrylamide-SDS de
cette fraction montre pour 1'IgGl comme pour l'IgG2a, la présenée de deux
fragments de poids moléculaire 120 000 et 13 000 daltons. Aprés réduction
des ponts disulfures par le mercaptoéthanol, 3 polypeptides sont obtenus : la
chaine légére (23 000 daltons), un polypeptide de 13 000 daltons et un autre
de 36 000 (IgG2a) ou 38 000 daltons (IgGl) ; on note l'absence de la chaine
lourde intacte. Les mémes résultats ont été observés pour d'autres IgGl
monoclonales (IR 595, IR 656, IR 766) et d'autres IgG2a (IR 33, IR 530)
ainsi que pour des IgGl et IgG2a isolées du sérum normal. Ces résultats
permettent de conclure que la trypsine clive les IgGl et IgG2a en deux
fragments (120 000 et 13 000) étroitement associés de facon non covalente et
qile le site de clivage est situé sur la chaine lourde Y . Ils suggérent
également que le fragment de poids moléculaire 120 000 daltons est
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Figure 43.- Chromatographie sur Ultrogei AcA 44 (colonne 2,6 x 90 cm ;
débit : 15 ml/h ; volume des fractions -: 4 ml) d'IgGl monoclonale IR 27
et d'IgG2a IR 418 aprés hydrolyse par la trypsine (4 h i 37°C avec un
rapport enzyme/protéine de 2 7). La partie inférieure de la figure pré-
sente les contrSles des fractions obtenues par électrophor@se en gel
d'acrylamide-SDS et par immunoélectrophorése: + ME : Echantillons

réduits par le mercaptoéthanol.
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formé par l'association de deux chaines légéres et de deux polypept1des de
36 000 daltons (IgG2a) ou 38 000 daltons (IgGl)

B - LOCALISATION DU SITE DE CLIVAGE TRYPSIQUE DANS LA PARTIE Fd
DE LA MOLECULE D'IgG

Pour déterminer si 'le site de clivage trypsique était localisé dans la
partie Fc ou la partie Fd de la chaine lourde Y , une comparaison avec les
produits de digestion par la papalne a été effectuée. Différentes IgGl et
IgG2a monoclonales ont été clivées successivement par la papaine et la
trypsine. Les fragments Fab et Fc purifiés ont également été soumis a
I'hydrolyse trypsique. L'électrophorése en gel . d'acrylamide-SDS des
fragments obtenus (figure 4 de l'article n° 6, page 177) indique clairement
que le fragment Fab est clivé par la trypsine en deux fragments de poids
moléculaire 30 000 et 13 000 daltons, alors que le Fc est résistant & 1'hydro-
lyse trypsique. Aprés réduction par le mercaptoéthanol, le fragment de poids
moléculaire 30 000 donne deux polypeptides de poids moléculaires 8 000 et
23 000 daltons (chaine légére). A l'inverse des Fab d'IgGl et d'IgG2a mono-
clonales, le Fab d'lgG2c (IR 304) se révele résistant & 1'hydrolyse trypsique
(résultats non présentés). L'ensemble de ces résulats indique que la trypsine
clive les IgGl et IgG2a dans la partie Fab de la molécule (et plus particu-
lierement dans la partie Fd) et que le fragment de poids moléculaire 13 000
correspond & la partie N-terminale de la chaine lourde.

.C - ISOLEMENT DES FRAGMENTS DE 120 000 ET 13 000 DALTONS, ET
ETUDES STRUCTURALES

1. ISOLEMENT DES FRAGMENTS 1 ET 2

Les fragments de 120 000 et 13 000 daltons (que nous dénommerons 1 et
2 respectivement) ont été isolés de différentes IgGl et IgG2a monoclonales :
IR 27 (IgGl), IR 33, IR 418, IR 530 (IgG2a), ainsi que de 1'IgG2a de sérum
de Rat. Leur purification a été réalisée par chromatographie de filtration sur
gel de Séphacryl SF-200 (PHARMACIA), en urée 4 M, acide propionnique M.
La figure 44A montre le profil d'élution obtenu pour 1'IgG2a IR 418 clivée par
la trypsine 2 % (4 heures & 37° C) et le contrdle de pureté des fragments 1
et 2.
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Figure 44.- Purification des fragments obtenus par hydrolyse
trypsique de 1'IgG2a monoclonale IR 418 (digestion de 300 mg de
protéine, 4 h 3 37°C, avec un rapport enzyme/protéine de 2 7).

A : Chromatographie de 1'hydrolysat sur Séphacryl-SF 200 (colonne
5 x 90 cm ; débit : 45 ml/h ; volume des fractions : 15 ml) en
urée 4 M, acide propionique M.

B : Chromatographie de la fraction 1 réduite par le dithiothreitol

0,01 M et alkylée par 1l'acide iodoacétique 0,03 M, sur Séphadex-

G 150‘ (colonne 2,6 x 90 cm, débit : 15 ml/h ; volume des fractions :

5 ml) en urée 4 M, acide propionique M.

La partie inférieure de la figure présente le contrSle de pureté
des fractions obtenues (1, 2, la et lb), par Electrophorése en gel
d'acrylamide~-SDS. Les chiffres sur la gauche des &lectrophorégram-
mes indiquent le poids moléculaire (x 10-3).

+ ME : &chantillons réduits par le mercaptoéthanol.
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2. ETUDE STRUCTURALE DU FRAGMENT 2 (13 000 DALTONS)

L'analyse de l'acide aminé N-terminal du fragment 2 a été réalisée par
dansylation en milieu SDS (ISHITANI, NIITSU et LITKOWSKY, 1975). Aucun
acide aminé N-terminal ne pouvait étre identifié de facon précise pour le
fragment obtenu de 1'IgGl IR 27 et des IgG2a IR 418 et 530, suggérant donc
I'existence d'un N-terminal bloqué. A l'inverse, l'acide aminé N-terminal du
fragment 2 de 1'IgG2a IR 33 était identifié comme étant l'acide glutamique.

" La séquence N-terminale du fragment 2 de I'IR 33, déterminée\ par
dégradation automatique d'Edman est présentée dans la figure 45. Cette
séquence est identique & la séquence N-terminale de la chaine Y de 1l'IgG2a
IR 33 déterminée précédemment par QUERINJEAN et al. (1974).

L'étude de I'extrémité C-terminale du fragment 2 de I'IR 33 a été
réalisée par digestion par carboxypeptidases A et B en présence de SDS
0,056 M (AMBLER, 1973). Les acides aminés libérés aprés des hydrolyses de
5 heures et 16 heures a 37° C sont présentés dans le. tableau 9. Ils
suggeérent une séquence C-terminale :... Arg-Leu-Lys. L'arginine pourrait
cependant aussi provenir d'un site de clivage mineur par la trypsine. En
effet, apres réduction par le mercaptoéthanol, le fragment 2 présente une
chaine polypeptidique mineure de poids moléculaire 10 000 (voir figure 44)
dont l'extrémité C-terminale pourrait étre l'arginine.

En conclusion, le fraginent de 13 000 daltons a une séquence N-
terminale identique & celle de la chaine lourde Yy . Sa taille moléculaire
suggeére qu'il correspond & la totalité du domaine variable de la chaine lourde
(domaine VH)’ Cependant, l'étude de l'extrémité C-terminale de ce fragment
ne permet pas de la localiser précisément dans la séquence de la chaine

lourde Y .

3. ETUDE STRUCTURALE DU FRAGMENT 1 (120 000 DALTONS)

L'électrophorése en gel d'acrylamide-SDS du fragment 1 isolé de 1'IgG2a
IR 418 montrait qu'il était formé par l'association covalente de deux chaines



- 185 -

Tableau 9. - ETUDE DE L'EXTREMITE C-TERMINALE DES FRAGMENTS la ET 2.

Fragment la

Fragment 2

.Détermination des acides aminés libérés par hydrolyse par les

carboxypeptidases A et B, en présence de SDS 0,056 M (AMBLER,
1973), (hydrolyse de 5 h et 16 h & 37° C). Les résultats sont
présentés sous forme de mole d'acide aminé 1libéré par mole de

polypeptide.

5 HEURES 16 HEURES
Glycocolle : 0,05 Glycocolle : 0,12
Thréonine : 0,07
Leucine : 0,50 Leucine : 0,80
Lysine : 0,58 Lysine : 0,90

Arginine : 0,17



1 10

Fragment 2 de 1'IgG2a IR 33 Glu-Ala-Val-Leu-Val-Glu-Ser-Gly-Gly-Gly
1 10
Séquence N-terminale de la Glu-Ala-Val-Leu-Val-Glu-Ser-Gly-Gly-Gly-Leu-Val-Gln-Pro-Gly

chaine yY2a de 1'IR 33
(Querinjean et al., 1974)

1
1 ‘ 10 15 -
Fragment la (IgG2a IR 418) Ser-Asn-Ser-Met-~Val-Thr-Leu-Gly-CMCys-Leu-Val-Lys-Gly- X -Phe 3
. - N \ .
139 ' ' 153

Séquence 139-153 de la chaine Ser-Gln-Ser-Met~Val-Thr-Leu-Gly- Cys-Leu-Val-Lys-Gly-Tyr-Phe
Y de 1'IgGl MOPC 21 ’
(Adetugbo, 1978)

&nh
[id

Figure 45.- Séquence N-terminale du fragment 2 obtenu par hydrolysé trypsique de 1'IgG2a
IR 33 et du fragment la purifié de 1'hydrolysat trypsique de 1'IgG2a IR 418, La séquence
du fragment 2 est identique & la séquence N-terminale de la chafne Y2a de 1'IR 33. La séquence

du fragment la présente une homologie trés importante avec la séqﬁence 139-153 de 1'IgGl de

Souris MOPC 21! (séquence située au début du domaine CYI)'
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polypeptidiques de 23 000 daltons (poids moléculaire identique & la chaine
légére) et de deux polypeptides de 36 000 daltons. Les ponts disulfure
inter-chaines reliant ces polypeptides ont ‘été réduits par le dithiotréitol 0,01
M en tampon Tris-HCl 0,2 M, pH 8,6 et les thiols alkylés par l'acide iodo-
acétique 0,03 M & pH 8.

Les polypeptides de 36 000 et 23 000 daltons ont été séparés par fil-
tration sur gel de Séphadex-G150 en urée 4 M-acide propionnique M. La
figure 44B présente le profil d'élution obtenu et le contréle des deux pics
obtenus la et 1lb, par électrophorése en gel d'acrylamide-SDS. La fraction la
correspond au polypeptide de 36 000 daltons. La fraction 1lb a un poids
moléculaire identique a la chaine légeére (23 000 daltons).

Les résultats des analyses de la séquence N-terminale des pics la et 1lb
sont présentés dans la figure 45. La polypeptide 1b a une séquence N-
terminale identique & celle de la chaine légére d'IR 418. La séquence N-
terminale du polypeptide la (qui correspond au fragment de 36 000 daltons)

a été comparée avec les séquences des domaines variables V. et des

domaines CHl-actuellement connues. Cette comparaison a mis en évil-clience une
homologie trés importante avec la séquence 139-153 de 1'IgGl MOPC 21
(ADETUGBO, 1978). Cette séquence est située dans la partie N-terminale du
domaine CHI (voir premiére partie, chapitre II, paragraphe C, figure 7).
Elle n'est cependant pas située au tout début de ce domaine, qui commence &

I'acide aminé en position 121 pour la chaine Y 1 de 1'IgG MOPC 21.

L'analyse de l'acide aminé C-terminal, du fragment de 36 000 daltons, a
été effectuée par hydrolyse par les carboxypeptidases A et B en SDS
0,056 M (AMBLER, 1973). Les résultats obtenus (tableau 9) montrent la
libération trés faible de glycocolle au bout de 24 heures (0,12 mole/mole).
Ceci suggere que l'extrémité C-terminale de ce fragment est identique & celle
de la chaine Y, c'est-a-dire la séquence Pro-Gly commune & la plupart des
chaines ¥ de différentes espéces (voir premiére partie, Chapitre II,
Paragraphe D).

Les résultats des études structurales sont résumées de facon
schématique dans la figure 46. On peut conclure que le fragment 1 (120 000




S
S
t
H 1 ! 139
|
Fragment2 }
(13000) |
{ S
H VH | Cyt Cy2 Cy3
P TR.C.
' s
S
L VL CL

0
3
LILLE

Figure 46.- Schéma r&sumant la structure des fragments | et 2
obtenus par hydrolyse trypsique des IgG2a. Le fragment 1 de

120 000 daltons (en traits pleins) est formé par 1l'association de
deux chaines légéres et de deux fragments de chaine lourde dont
la séquence débute 3 un résidu d'acide aminé homologue du résidu
139 de la chaine Yl de 1'IgGlde Souris MOPC 21 (Adetugbo, 1978).
Le fragment 2 (13 000 daltons) correspond au domaine variable VH.
La fl&che en traits pleins correspond au début du fragment de
chaine lourde constituant le fragment 1. La fléche en pointillés
correspond 3 la jonction entre domaine VH et domaine CYI'

R.C. : région charniére.
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daltons) est bonst_itué de 1'IgG dépourvue du domaine VH et du début du
domaine CHl (environ 15 acides aminés), alors que le fragment 2 correspond
au domaine wvariable VH et peut-étre au début du domaine CHI.

D - CONCLUSIONS

Les résultats de cette étude montrent que 1'hydrolyse trypsique des IgG
de sous-classes IgGl et IgG2a conduit & la formation de deux fragments
étroitement associés de maniére non covalente : l'un correspond au domaine
variable ‘VH’ l'autre & 1'IgG dépourvue des domaines VH‘ Les analyses
structurales indiquent que le site de clivage est probablement situé en une
position du domaine CY 1 homologue du résidu 138 de la chaine Y 1 de
Souris. Cette localisation au début du domaine CY 1 suggére que les chaines
Y1l et Y2a de Rat possédent dans ce domaine un résidu de lysine accessible
au clivage trypsique, alors que ce résidu est absent dans les chaines Y 2b et
Y2c. Cette particularité structurale au sein d'un domaine constant expli-
querait que ce clivage soit une caractéristique de deux sous-classes. Cepen-
dant, nos études ne peuvent exclure l'existence d'un (ou plusieurs) autre
site de clivage situé en une position N terminale par rapport a celui
identifié : par exemple, un deuxiéme site de clivage situé a la jonction entre
partie variable et partie constante de la chalne lourde Y, aboutissant a la
perte d'un peptide correspond au début du domaine C Y1, Il faut également
noter que le site de clivage identifié par notre étude est situé au-dela du
résidu de cystéine impliqué dans la liaison entre chaine lourde et chaine
légére de plusieurs sous-classes d'lgG, sauf I'IgGl humaine, 1'IgGl de Souris
et 1'IgGl de Cobaye (pour lesquelles le pont inter-HL est formé par une
cystéine située dans la région charniere). Nos résultats impliquent donc, si
le site de clivage est situé en une position homologue du résidu 138 de la
chaine Y1 de Souris, que le pont inter-HL des IgGl et IgG2a de Rat soit
situé au niveau de la région charniére (voir figure 47). En effet, si le pont
inter-HL était situé au début du domaine C ¥ 1, il faudrait admettre que le
site de clivage trypsique soit en position N terminale par rapport & ce pont
disulfure, c'est-a-dire avant le résidu 135. Dans ce cas, le clivage en
position 138 se serait produit secondairement, au cours des étapes de
purification.
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Si l'on compare les résultats obtenus dans notre étude & ceux déja
rapportés dans la littérature, on constate que le clivage par la trypsine
aboutissant a la production d'un fragment de type VH’ a été décrit comme
une éventualité exceptionnelle pour les IgG humaines. En effet, quelques
immunoglobulines monoclonales humaines : IgG KUP (DAMMACO, FRANKLIN
et FRANGIONE, 1972), IgGl ZIE (LASCHINGER et CONNELL, 1978) et IgG
PAV (PARR et HOFMANN, 1980) sont clivées par la trypsine avec production
d'un fragment VH' Ce clivage n'est pas une caractéristique de sous-classe ;
il est situé dans la troisidme zone hypervariable du domaine VH et
correspond vraisemblablement & la présence d'une arginine (position 96) dans
cette zone hypervariable. Les IgG clivées en cette position par la trypsine
ont en commun la propriété d'étre des cryoglobulines, propriété qui serait
liée a la structure primaire particuliére de la troisiéme zone hypervariable
(PARR et HOFMANN, 1980).

Dans notre étude, les résultats sont trés différents, puisque le clivage
trypsique avec production d'un fragment VH est une caractéristique de deux
sous-classes : IgGl et IgG2a. De plus, le site de coupure n'est pas situé
dans le domaine variable, mais semble étre localisé & un résidu de lysine
homologue du résidu 138 de la chaine Y 1 de souris, c'est-a-dire une position
correspondant au début du domaine C Y 1. Comment expliquer cette propriété
particuliére aux chaines Y1 et 7Y2a de Rat ? Si l'on examine les séquences
connues de différentes chaines lourdes 7Y (voir les figures 5, 7 et 9 de la
premiére partie, Chapitre II), on constate qu'il n'existe pas de reésidu
d'acide aminé susceptible d'étre clivé par la trypsine (lysine ou arginine) en
position homologue du résidu 138 de la chaine Y1 de Souris. L'absence d'un
tel résidu d'acide aminé pour les autres chaines Y , et, & l'inverse la
présence d'un résidu de lysine pour les chaines Y 1 et Y 2a de Rat pourrait
expliquer ce clivage trypsique tout & fait inhabituel.

Une autre particularité du clivage trypsique des sous-classes IgGl et
IgG2a est sa localisation a l'intérieur d'un domaine (domaine CY 1) alors que
la plupart des sites de clivage enzymatique des IgG sont situés, soit dans la
région charniére, soit dans les zones de flexibilité entre les domaines. Nous
avons recherché une explication & ce phénoméne en examinant le modéle de

A

structure tridimensionnelle du domaine C Y 1 défini & partir des études
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cristallographiques de I'IgGl humaine KOL (HUBER et al., 1976 ;
DEISENHOFER et al., 1976). Si on replace (par analogie) le résidu de lysine
présumé en position 138 dans les chaines Y 1 et ¥ 2a de Rat, on constate
qu'il est situé dans une zone de repliement de la chaine correspondant & un
coude B . Cette localisation pourrait expliquer l'accessibilité au clivage tryp-
sique. En effet, les coudes f sont souvent situés a la surface de la molécule,
par exemple ceux auxquels sont attachés les copules glucidiques (AUBERT,
BISERTE et LOUCHEUX-LEFEBVRE, 1976). Il existe d'autres exemples de
clivages enzymatiques situés a l'intérieur d'un domaine : le site de coupure
pepsique situé a la fin du domaine CY 2 (position 333 dans 1'IgGl humaine),
ou l'un des sites de clivage par la papaine aboutissant a la formation du Fc'
(position 433 dans 1'IgGl humaine) (voir figure 1 de la premiére partie,
Chapitre II). Or, l'examen de leur position dans la structure tridimension-
nelle de 1'IgG montre qu'ils sont également situés dans des coudes .
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CHAPITRE IH

ETUDES CONFORMATIONNELLES DES SOUS-CLASSES D'lgG DU RAT
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Four subclasses of rat immunoglobulin G and some of their fragments were studied by circular dichroism.
These studies were carried out in different conditions in order to determine whether conformational
differences exist between each subclass. The results showed that in their native state the subclasses cannot be
distinguished by characteristic differences. Moreover, differences between monoclonal immunoglobulins G of
the same subclass were found, particularly in the 200-250 nm region, and their relationship to aromatic side
chain centributions (especially those of tyrosine) has been investigated. However, the conformations of the

has been demonstrated.

- Introduction

Immunoglobulins G are divided into subclasses
in several species of mammals including man.
These subclasses are distinguished by biological
and physico-chemical properties (for review ‘see
ref. 1) as well as by some features of the primary
structure of their constant domains. Structural dif-
ferences are mainly located in the hinge region of
the IgG molecule [2], but significant differences
have also been found in the C,, domain for mouse
IgG1 and IgG2a [3,4] and in the C,; domain for
guinea-pig IgG1 and IgG2 [5]. Conformational
studies by circular dichroism have also shown
differences between the subclasses of human IgG;
in particular, characteristic features either for IgG3

- or for IgG1 and IgG2 have been pointed out [6].

In the rat, four IgG subclasses have been identi-
fied: IgGl, IgG2a, IgG2b and IgG2c [7]. Dif-
ferences in biological properties among these sub-

Abbreviation: IgG, immunoglobulin G.
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" immunoglobulin G were found to be differently affected by denaturing treatments and a relation to subclass

classes have been reported: complement binding
[8,9), affinity for macrophages [10], eosinophils
[11], mast cells [12] and affinity for protein A from
Staphylococcus aureus [8]. Some physico-chemical
differences have also been found, in particular
sensitivity to reductive cleavage [13] and proteo-
lytic enzymes [14]).

The present work is devoted to the conforma-
tional features of rat IgG subclasses observed by
circular dichroism. The studies were performed on
several monoclonal immunoglobulins G produced
by the immunocytomas of the LOU/Wsl strain
[15,16] and, for some subclasses, on their papain
Fab and Fc fragments. Circular dichroic spectra
were recorded on the proteins both in their native
state and after treatments capable of affecting
their secondary and tertiary structures: heating at
56°C, acid pH and the chaotropic salt NaSCN.
The results show that, whereas no clear-out dif-
ferences can be found between subclasses in their
native state, the conformations of the subclasses
are differentially affected by denaturing treat-
ments.
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Materials and Methods

Isolation of rat IgG. Monoclonal rat IgG and
IgG2a from normal rat serum were prepared using
procedures previously described {7,14,17].

Isolation of papain Fab and Fc fragments. Diges-
tion of monoclonal (or normal) IgG2a was per-
formed for 2 h in the presence of 1% (w/w) papain
and 0.01 M cysteine, as previously described [14].
The papain Fab and Fc fragments were purified
by chromatography on Ultrogel AcA 44 (LKB,
Sweden) in 0.01 M phosphate buffer /0.15 M NaCl,
pH 74, followed by chromatography on DEAE-
cellulose DE-32 (Whatman) equilibrated in 0.01 M
phosphate buffer, pH 7.8. Elution was performed
in the same buffer followed by phosphate buffers
at pH 6.8 with different molarities: 0.01, 0.05 and
02M. .

Papain digestion of monoclonal IgG1 was per-
formed as for IgG2a except that the digestion time
was 18h; the purification of corresponding Fab
.. and Fc fragments was achieved as for rat 1gG2a.

Digestion of monoclonal IgG2¢ was performed
in the same conditions as for IgG2a. Purification
of Fab and Fc fragments was conducted by DEAE
-cellulose chromatography in the conditions de-
scribed before for IgG2a. However, purification of
the Fc fragment was not complete in these condi-
tions and so was not studied here.

The purity of the isolated fragments was as-
sessed by immunoelectrophoresis (with antisera to
rat serum proteins and antisera specific for the

IgG subclasses), and by polyacrylamide gel elec-
trophoresis in sodium dodecy! sulfate (SDS) [18].
Amino acid composition. Amino acid analyses of
purified monoclonal 1gG and Fc fragments were
performed on a JEOL SAH amino acid analyser
after 24 and 72 h hydrolysis with 6 N HCI in the

_ presence of phenol to protect degradation of tyro-

sine residues. Results were expressed as molar
ratios assuming a total of 1300 residues for whole
IgG and 428 residues for Fc.

Circular dichroism studies. The dichroic spectra
were recorded with a JOBIN-YVON MARK III
dichrograph. The cells used were of 0.01-1cm
path length. Concentrations, determined by Bio-
Rad protein assay [19) taking as reference bovine
v-globulin, were always between 0.5 and 1 mg/ml.
The results are expressed as [8] in deg-dmol ~!-
cm?, taking 111 as the mean residue weight. The
solvent used was 0.01 M phosphate buffer /0.214 M
NaF, pH 7.4. For the variations with pH, the
proteins were dialysed against either 0.1 M acetate
buffer, pH 4.5 or 4, or 0.05 M formate buffer, pH
3.5 or 2.8. Treatment by NaSCN was performed as
follows: proteins were dissolved in 0.01 M phos-
phate buffer/0.15M NaCl/3 M NaSCN, pH 74,
and kept for 3h at room temperature. They were
then dialysed to 0.01 M phosphate buffer/0.214 M
NaF, pH 7.4.

Temperature was varied between 4 and 56°C
and checked with a platinium probe plunged di-
rectly into the solutions.

TABLE!
SUMMARY OF THE CONFORMATIONAL CHANGES INDUCED BY HEATING AT 56°C, ACID pH. AND 3 M NaSCN ON
RAT IgG SUBCLASSES
Subclasses Heating at 56°C Incubation at acid pH . Treatment with
2.8) 3 M NaSCN
1eGl Increase of the negative band at Displacement of the negative Decrease of the negative band

217 nm (25%)

1gG2a No modification
IgG2b No modification
1gG2c Increase of the negative band at

217 nm and displacement
to 214 nm (25%)

band from 217 to 198 nm

No modification

Increase of the negative band
at 217 nm (48%)
Displacement of the negative
band from 217 to 198 nm

at 217 nm (16%)
Decrease of the negative band
at 217 nm (35%)
Increase of the negative band
at 217 nm (29%)
No madification
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Results and Discussion

Monoclonal IgG belonging to the four rat IgG
subclasses and IgG2a from normal rat serum were
studied by circular dichroism. In addition the cir-
cular dichroic spectra of some of the papain Fab
and Fc fragments were also determined. The pro-
teins were analysed both in their native state and
after the following treatments: heating at 56°C,
incubation at acid pH (from 4.5 to 2.8), incubation
in 3 M NaSCN. As a large number of spectra were
recorded, only the most significant results are given
in the figures. The other results are summarized in
Table 1. ’

Studies of the native IgG and their frag:hems
IgGl. Two monoclonal immunoglobulins G1
(IR 27 and IR 595) were studied together with the

Fab fragment from protein IR 595. Both im-.

munoglobulins G1 exhibited two negative dichroic

" bands (Fig. 1). The more intense band at 217 nm is

representative of 8 pleated sheet structure. Another
weak negative band at 230 nm for IR 595 and at
240 nm for IR 27, together with, for IR 27, another
transition at 234 nm, were also observed.

Since circular dichroic spectra in the peptide
chromophore region can be seen as a linear combi-
nation of conformationally related subspectra, we

] (@) 10%deg.amoie’cm?2
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Fig. {. Intrinsic circular dichroic spectra of IgG! IR 595
( )and IgG1 IR 27 (------ )
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have tried to determine the percentage of different
secondary structures for IR 27 and IR 595 pro-
teins, and (see further) for immunoglobulins G of
other subclasses. The curves have been analysed
by the procedure of Chen et al. [20] and Chang et
al. [21]. In the first calculations [20] the authors
consider two types of secondary structures (« helix
and Bpleated sheet) and the remainder as un-
ordered structure. In the second calculation [21]
the authors take into account a B-turn contribu-
tion. Their basic spectrum was not experimentally
measured but extracted from different proteins.
The calculation we have carried out, using either
the first or the second method failed to obtain a
coherent result. It is not impossible to think as
observed by Brahms and Brahms [22] that this is
essentially due to the fact that some aromatic side
chains generate dichroic effects in the peptide do-
main. In effect in the near ultraviolet region we
have considered in this study the proteins exhibit
positive and negative dichroic bands, unrelated to
the polypeptide backbone and arising from dis-
ulfide bonds and side chain aromatic amino acids
located in asymmetric environments. These bands
could be a source of error for the conformational
analysis. This contribution of aromatic side chains
could be preponderant with proteins giving weak
CD amide bands such as immunoglobulins which
are 8 pleated sheet-rich proteins [23].

Brahms and Brahms [22] as well as Cathou et
al. [23] and Dorrington et al. [24] have suggested
that at 230 [22] or 234 nm [23,24] the main contri-
bution arises from tyrosine residues. For example,
the experimental CD spectrum of the variable
domain of Bence Jones protein REI does not fit
the calculated spectrum in the region 220-250 nm
[22]; it exhibits a positive band centered at 230 nm
that could be related to the presence of tyrosine
with a CD contribution which overlaps that of the
amide band. Indeed, this immunoglobulin frag-
ment has a very large proportion of S sheet struc-
ture and contains eight tyrosine out of 108 re-
sidues (7.04%) {25). Also Dorrington et al. [24]
have found, for human Fc, a positive transition at
234 nm that is not present in pFc, these two
fragments differing only by a small sequence con-
taining two tyrosine residues. However, in the
latter case the observations are opposed to those
of Brahms and Brahms, as the loss of tyrosine
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induces an increase of the positive contribution at
234 nm and not a decrease as expected by Brahms
and Brahms. Such a result would be in good
agreement with a negative dichroic band due to
the tyrosine residues as previously observed at 230
nm for pooled human IgG (Dorrington et al. [24])
and at 225 nm for rabbit IgG (Stewart et al. [26]).
Therefore differences in the CD observed in the
region 230 nm between IR 27 and IR 595 and (see
further) between monoclonal (or normal) im-
munoglobulins G2a could be linked to different
contributions of tyrosine residues, either the num-
ber of tyrosines in the whole protein or the lo-
calization of these residues. Amino acid analyses
of proteins IR 27 and IR 595 showed slight dif-
ferences in their tyrosine content: 54 tyrosine re-
sidues out of 1300 in IR 27 and 49 in IR 595.
These differences are rather small and it is not
certain that they contribute to the differences in
the CD spectra at 230 nm. However, as IR 27 and
IR-595 are two proteins of the same subclass and

~have the same type of light chain (kappa), that is,

they exhibit the same sequence in the constant

-part of light and heavy chains, one can assume

that the differences in tyrosine content are located
in the variable domains of the light and heavy
chains. Since this region is especially rich in
B pleated sheet structure, the contribution of tyro-
sine residues might be important.

Therefore, it appears that the possible contribu-
tion of the side chains explains the impossibility to
calculate with a good accuracy the proportions of
different structures by standard methods from the
200-250 nm region. For this reason, only a quali-
tative appreciation of the dichroic spectra re-
corded for each immunoglobulin will be made.

The CD spectrum of the Fab fragment from IR
595 resembles the whole protein, in particular with
the same weak negative band at 230 nm (data not
shown). '

1gG2a. Three monoclonal immunoglobulins G

of this subclass: IR 33, IR 418 and IR 530, in -

addition to IgG2a from normal rat serum, were
studied. The four dichroic spectra are given in
Fig. 2. Their shapes are similar and they are remi-
niscent of the spectra obtained from monoclonal
IgG1, with an intense band at 217 nm, in agree-
ment with the presence of Bsheet structure. How-
ever, some differences are observed: in the region

(107" dog.dmalilcm?
*1
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Fig. 2. Aromatic and intrinsic circular dichroic spectra of 1gG2a
from normal rat serum ( ):1gG2a IR 530 (-~-—- ):
1gG2a IR 33 (------ ) and IgG2a IR 418 (+ + +).

© 200-250 nm (Fig. 2A) a weak negative band at

230 nm is present for IgG2a IR 530 and at 240 nm-
for normal IgG2a; also IgG2a IR 530 shows a
larger positive contribution at 292 nm than that
observed for other immunoglobulins G2a (Fig.
2B).

Whereas the CD spectrum of Fab fragment
from IR 530 looks like that of the whole protein,
the dichroic spectra of two Fc fragments (one from
normal IgG2a and the other from monoclonal IR
530) are very different from the whole protein in
the region 200-250 nm (Fig. 3). They show, be-
sides the B sheet structure band at 217 nm another
band at 230 nm with about the same intensity. As
these differences of shape in the 230 nm region
could be linked to aromatic side chain contribu-
tions [22-24] the content of tyrosine in proteins IR




Fig. 3. Intrinsic circular dichroic spectra of Fc fragment of
IgG2a from normal rat serum ( ) and Fc fragment of

418, IR 530 and in the Fc from IR 530 was
determined. It was found that 51 tyrosine residues
out of 1300 (3.92%) for IR 418, 43 out of 1300
(3.31%) for IR530 and 13 our of 428 (3.04%) for
Fc from IR 530. These differences are not very
important and it is not well established whether
they can contribute to the differences in the CD
spectra at 230 nm. Nevertheless, it can be seen
that in the region 280-300 nm (Fig. 2B), IR 530
has a positive contribution very different from
other immunoglobulins G2a and which coud be
due to the aromatic side chains of tyrosine re-
sidues. There are previous examples of abnormal
CD spectra of immunoglobulin fragments relative
to the whiole protein. Ellerson et al. [27] found a
higher negative contribution at 230 nm in the Fc
from a monoclonal IgG than in the whole protein.
However, this negative band was not as large as
the one observed for the Fc of rat IgG2a. Ellerson
et al. [27] and Dorrington et al. [24] have shown
that the CD spectrum of pFc (i.e., the C,, domain)
of human IgG shows a displacement of the nega-
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tive band located at 217 nm to 224 nm; the origin
of this displacement was not clearly elucidated.
These authors suggested that the negative band at
230 nm in IgG and Fc could be due to the

~ contribution of the C, domain (or to C, -C,

interactions). In contrast to Fc and the C, do-
main, the CD spectrum of the C, domain showed
only a negative band at 217 nm [27). Therefore, in
Fc of rat IgG2a it could be possible' that the
contribution of the C, domain is much more
important than in Fc of human IgG. It can be seen
that Fc from rat IgG2a is different from Fc from
human IgG as it does not contain the hinge region
(Arends et al. [28]). Perhaps this difference of
structure could explain thedifference in the CD
spectra of human and rat Fc of IgG.

IgG2b. In this subclass, only one monoclonal
IgG (IR 863) has been studied. Its dichroic spec-
trum exhibits only a negative band at 217 nm the
intensity of which is similar to that observed for
other monoclonal immunoglobulinsG (data not
shown).

IgG2c. One monoclonal IgG was studied: IR
304 together with its Fab fragment. The CD spec-
trum of the native protein shows as for other
immunoglobulins G an important negative band at ,
217 nm; a shoulder at 230 nm is also observed (see
Fig. 5).

Fab from IR 304 gives a CD spectrum similar

‘to the one of the whole IgG (data not shown).

Studies of conformational changes induced by heat-
ing, and pH and NaSCN treatment

Heating at 56°C. All the monoclonal immunog-
lobulins G1 heated from 4 to 56°C show an in-
crease of the magnitude of the negative band at
217 nm indicating a possible increase of B sheet
structure. This effect becomes much more im-
portant after 1h of heating at 56°C (Fig.4). In
contrast to the whole protein, Fab from IR 595
does not show any modification of its CD spec-
trum upon heating at 56°C.

CD spectra of monoclonal IgG2a and IgG2a
from normal rat serum appear insensitive to heat-
ing at 56°C. This insensitivity to heating was also
observed with the Fc fragment (from normal IgG2a
or monoclonal IgG2a IR 530). With the Fab frag-
ment a very weak variation of the CD spectrum
was observed.
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" Fig. 4. Intrinsic circular dichroic spectra of IgG! IR 595 at 4°C
(— — =) 1gG1 IR 595 at 56°C (------ ). 1gGl IR 595 at
56°C after 1 h ( ) :

heating as IgG2a.

An important effect of heating at 56°C is ob-
served with monoclonal IgG2c IR 304: increase of
the negative band at 217 nm which is shifted at
about 214 nm, indicating an increase of the B sheet
structure (Fig.5). In contrast the dichroic spec-
trum of the Fab fragment exhibits almost no varia-
tion upon heating. '

Effect of acid pH.  After acidification to pH 2.8
(but not to pH 3.5) part of the secondary structure
of monoclonal IgG1 IR 595 is destroyed as ob-
served by the appearance of a dichroic band at 198
nm, characteristic of an unordered structure
(Fig. 6). In addition, the near ultraviolet CD bands
disappear, indicating a disorganization of the ter-
tiary structure. This effect is not found with mono-
clonal IgG2a IR 418 that appears to be completely
insensitive to acidification upto pH 2.8. A very
large increase of the band at 217 nm correspond-
ing to an increase of 8 structure was observed with
monoclonal IgG2b IR 863 (data not shown).

}o] 103 deg dmoletcm?
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Fig. 5. Intricsic circular dichroic spectra of IgG2c IR 304 at
4°C( ) and IgG2c IR 304 a1 56°C after L h (- - - - - - ).

Acidification to pH 2.8 of monoclonal IgG2¢c IR

" 304 (Fig. 7) induces an almost complete disorgani-

zation of the Bstructure as evidenced by the ap-
pearance of a band at 198 nm and the disap-
pearance of all the extrinsic bands.

‘While there are no previous reports related to
the effects of heating at 56°C on the CD spectrum
of IgG, acid pH has been investigated on human
IgG [29] and on its Fab and Fc fragments {30].
These studies were carried out on a part of normal
IgG (where human subclass IgG1 is predominant)
or on a monoclonal IgG whose subclass was not
indicated . They showed that the 8 structure of
human IgG is strongly affected by acid pH, the
effect beginning at a pH under 4.0 and reaching a
maximum at pH 2.1. However, only part of the
B structure is disorganized, as besides a negative
band at 200 nm, the negative band at 217 nm still
persists at pH 2.1. These results are similar to
those observed for rat IgG1 and IgG2c but differ-
ent from those obtained from rat IgG2b (where
only an increase of the band at 217 nm is noticed)
and rat IgG2a, that appears to be insensitive to
acid pH.

Effect of NaSCN treatment (see Table I).
Treatment with 3 M NaSCN followed by dialysis
against 10 mM phosphate/214 mM NaF, pH 7.4,
induces in IgGl IR 27 a small decrease of the
magnitude of the dichroic band at 217 nm, thus a
decrease of Bsheet structure content. After this
treatment the protein becomes insensitive to heat-
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Fig. 6. Aromatic and intrinsic circular dichroic spectra of IgGl
IR 595 a1 pH 2.8: IgG} IR 595 at pH 7.4 ( ) and
IgGI IR 595 atpH 2.8 (-- -~ -~ ). :

ing as shown by the absence of modification of the
CD spectrum at 56°C.
Monoclonal IgG2a IR 418 incubated with 3M

NaSCN shows a decrease of the band at 217 nm,

thus a decrease of B structure. Moreover heating at
56°C of the protein previously treated by NaSCN
induces weak modification of the CD spectrum.
An increase of Bstructure is observed with
monoclonal IgGb IR 863, whereas IgG2c IR 304
appears to be insensitive to treatment with NaSCN.

Conclusions

The purpose of this study was to investigate
whether some conformational characteristics could
distinguish the different rat IgG subclasses. The
most significant structural properties of each sub-
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Fig. 7. Aromatic and intrinsic circular dichroic spectra of 18G2¢c
IR 304 at pH 2.8: 1gG2c IR 304 at pH 7.4, ( ) and
1gG2c IR 304 at pH 2.8 (-----~ ).

class are summarized in Table I, in which we have
assumed that the results obtained from variation
of temperature and pH or from the NaSCN treat-
ment are characteristic of each subclass, even if
they were observed with only one or two mono-
clonal immunoglobulins G representative of the
subclass. .
The results show that in their native state, the
subclass cannot be differentiated by characteristic
properties. Moreover, some differences between
monocional immunoglobulins G of a given sub-
class were noticed. These differences are perhaps
related, as suggested by Brahms and Brahms [22],
to the contribution of aromatic side chains, espe-
cially those of tyrosine residues. The differences of
content in tyrosine observed for monoclonal 1gG
of a given subclass are located in the variable
domains of the monoclonal IgG. In these domains,
the Bsheet structure is very predominant and so
the dichroic signal is weak; this could explain that
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the contribution of tyrosine residues involves the
perturbation of the CD spectrum as discussed by
Brahms and Brahms [22]. Such differences in CD
spectra of monoclonal mouse IgA binding phos-
phorylcholine [31] have been previously described
and found related to differences between the varia-
ble regions of heavy and light chains.

Our results for rat IgG differ from those re-
ported by Johnson et al. [6] for human IgG sub-
classes. In effect, these authors found characteris-
tic features, mainly for the IgG3 .subclass. The
negative band at 240 nm observéd for IgG3 is
explained by the extended structure of its hinge
region with a very high content of cysteine re-
sidues (30 involved in 15 inter-heavy chain dis-
ulfide bridges). Such a hinge struture does not

- exist among rat 1gG subclasses.

In contrast to the results obtained for the native

‘proteins, studies by circular dichroism of the de-

naturation of the rat IgG led to characteristic
differences between subclasses (see Tablel). Pro-
teins of the IgG2a subclass appear completely
insensitive to heating and acid pH; IgG2b is sensi-
tive only to acid pH; IgG1 and IgG2c are affected
both by acid pH and heat treatment. For IgG2c,
thermal instability is perhaps linked to their
euglobulin properties [7]; in effect, protems of this
subclass have a strong tendency to form non-
covalent aggregates, even in physiological buffers.
Although only the Fab fragments were studied in
the IgGl and IgG2c subclasses, it seems that the
resistance or sensitivity to thermal or acid de-
naturation is a property of the Fc part of the IgG
molecule, as for example Fc¢ from IgG2a is unaf-
fected by heat treatment (as the whole protein)
and Fab from IgG1 and IgG2c are also insensitive
to heating (whereas the whole protein is sensitive).

Whereas a precise location of the modification
of secondary structure has not been established by
our study, it is interesting to notice that the two
subclasses sensitive to heating and in which acid
pH induces a partial disorganization of the
Bstructure (i.e., IgGl and IgG2c) both bind
staphylococcal protein A [8]. The two others, IgG2a
and IgG2b which are insensitive to heating and in
which no disorganization of the 8 structure is ob-
served at acid pH, do not bind (IgG2a) or bind
weakly (IgG2b) [8,32]. In addition, it can beg re-
called that most of the human IgG, sensitive to

acid pH, interacts strongly with protein A [33]. It
is therefore tempting to speculate that the confor-

. mational changes induced by heating or acid pH

could be mainly located in the C,, and C, do-
mains, that are necessary to bind protein A, We

- have effectively noticed that monoclonal rat IgGl

and IgG2c lose their property to be retained from
a protein A-Sepharose column, either after heating
at 56°C for 1h or after acidification at pH 2.8
followed by subsequent dialysis against phosphate
-buffered saline pH 8.0 (Rousseaux et al., unpub-
lished data). It could be interesting to study
whether other biological properties of the IgGl
and IgG2c subclasses such as their binding to
macmphages {10] could be affected by heating and
acid pH. -

The effect of 3 M NaSCN was studied because -

this salt is sometimes used for the elution of im-
munoglobulins either from immunoadsorbent col-
umns or from protein A-Sepharose columns. Our
results show that the conformation of IgG is af-
fected by this treatment and so the recovered
proteins are not totally ‘native’. Moreover some
thermal instability occurs for IgG previously sta-
ble i.e,, IgG2a and IgG2b and the reverse is ob-
served for 1gGl. This must be noted for further
investigations.
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L'étude de la conformation des sous-classes d'lgG du Rat avait pour
buts :

1° de définir s'il existait des différences conformationnelles entre IgG qui
puissent étre reliées a la nature de la sous-classe d'IgG,

2° de rechercher si les sous-classes d'IgG pouvaient étre affectées de facon
différente par l'action d'agents dénaturants : chauffage, pH acide, agents
chaotropiques (thiocyanate de sodium), et de déterminer dans quelle partie
de la molécule se produisent ces modifications de conformation,

3° d'établir une relation entre les modifications conformationnelles induites
par les agents dénaturants et l'expression d'une activité biologique, l'affinité
pour la protéine A de S.aureus. Cet aspect sera développé dans le chapitre
V.

Cette étude a été réalisée en utilisant essentiellement comme approche
méthodologique le dichroisme circulaire. Les détails expérimentaux sont

indiqués dans la publication n° 7.

A - ETUDE DES IgG NATIVES ET DE CERTAINS DE LEURS FRAGMENTS

1. IgG

Plusieurs IgG monoclonales ont été étudiées pour chaque sous-classe
(sauf la sous-classe IgG2b). Les résultats obtenus ont mis en évidence qu'il
n'existait pas de spectre dichroique caractéristique de chaque sous-classe
mais qu'au contraire ces spectres pouvaient étre tres différents pour des IgG
monoclonales d'une méme sous-classe. C'est par exemple ce qui a été observé
pour différentes IgG2a monoclonales et 1'IgG2a du sérum de rat (voir la
figure 2 de l'article n°® 7, page 197). Dans la zone spectrale située entre 200
et 250 nm, on note qu'en plus de la bande négative majeure & 217 nm,
caractéristique de la structure en feuillet plissé B , il existe pour certaines
IgG2a, d'autres bandes négatives plus faibles : a4 230 nm pour 1'IgG2a IR
530, & 240 nm pour l'IgG2a "normale". De plus dans la zone 250 - 350 nm,
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on note des différences significatives dans l'amplitude de la bande positive &
292 nm (voir notamment 1'IgG2a IR 530). De telles différences ont également
été observée pour des IgGl et des IgG2c monoclonales.

2. FRAGMENTS Fab ET Fc -

Les speéfres dichroiques de fragments Fab et Fc de différentes IgG
monoclonales ont été enregistrés. Les résultats ont montré que, quelle que
soit la sous-classe, le fragment Fab posséde un spectre dichroique trés
proche de 1'lIgG entiére. C'est le cas par exemple de fragment Fab de 1'IgG2a
IR 530. A l'inverse, le fragment Fc peut présenter un spectre dichroique
trés différent de 1'IgG entiere. La figure 3 de l'article n® 7 (page 198)
montre le résultat obtenu pour les fragments Fc de 1'IgG2a "normale" et de
I'IgG2a IR 530. On note l'existence, & c6té de la bande négative a 217 nm,
caractéristique de la structure en feuillet plissé § , une autre bande néga-
tive & 230 nm ayant & peu prés la méme intensité.

3. ORIGINE DES DIFFERENCES OBSERVEES

Les résultats obtenus sur des IgG monoclonales de différentes sous-
classes ainsi que sur leurs fragments Fab et Fc ont montré qu'il n'existe pas
de spectre dichroique caractéristique de chaque sous-classe. Au contraire,
certaines particularités des spectres, telles les bandes négatives a 230 nm ou
4 240 nm, sont le propre d'une seule IgG monoclonale. De plus, les frag-
ments Fc présentent également certaines particularités spectrales qui ne sont
pas retrouvés dans 1'IgG entiere.

Quelles peuvent étre l'origine de ces différences ? Plusieurs travaux
( CATHOU et al., 1968 ; DORRINGTON et al., 1972 ; BRAHMS et BRAHMS,
1980) ont suggéré que, dans la zone 200 - 250 nm, ou la contribution de la
chaine polypeptidique prédomine, certaines chaines latérales aromatiques,
notamment celles des tyrosine et tryptophanne, pourraient modifier le spectre
dichroique. Cette contribution des chaines aromatiques serait particuliérement
importante dans le cas de protéines ayant une forte proportion de structure
en feuillet plissé B ; c'est le cas pour les immunoglobulines (CATHOU et
al., 1968).
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BRAHMS et BRAHMS (1980) ont suggéré qu'a 230 nm la contribution
provient essentiellement des chaines latérales des résidus de tyrosine. C'est
ce qui a été montré pour le domaine variable de la protéine de Bence Jones
REI. Ce fragment, dont la structure tridimensionnelle est connue (EPP et
al., 1974) présente une trés grande proportion de structure en feuillet plissé
B et contient 8 tyrosines sur 108 résidus. Son spectre dichroique est carac-
térisé par l'existence d'une bande positive & 230 nm qui pourrait étre due 2
la présence de chaines latérales de tyrosine situés dans un environnement
asymétrique. Des résultats analogues, mais dans lesquels la présence de
tyrosine induit une bande négative & 230 nm, ont été rapportés par
DORRINGTON et al. (1972).

Nous avons de ce fait analysé les contenus en tyrosine des différentes
IgG monoclonales et fragments présentant une anomalie du spectre dichroique
a4 230 nm. En particulier, les pourcentages de résidus de tyrosine de 1'IgG2a
IR 418 (ne présentant pas de bande négative & 230 nm), de 1'IgG2a IR 530
(présentant une faible bande négative & 230 nm) et du Fc de 1'IgG2a IR 530
(présentant une bande négative importante & 230 nm) ont été comparés. Les
résultats obtenus sont :

IgG2a IR 418 : 51 résidus de tyrosine sur 1300 (3,92 %)
IgG2a IR 530 : 43 résidus de tyrosine sur 1300 (3,31 %)
Fc d'lgG2a IR 530 : 13 résidus sur 428 (3,04 %)

On constate que les différences ne sont pas trés importantes et il est
difficile de conclure si a elles seules, elles sont capables d'expliquer les
différences spectrales observées.

Ce que l'on peut cependant supposer, c'est que les différences spec-
trales observées pour des IgG d'une méme sous-classe sont probablement
dues & des différences structurales localisées dans leurs domaines variables
VH et VL puisque c'est la seule partie de la molécule qui puisse étre diffé-
rente pour des IgG d'une méme sous-classe (et possédant le méme type de
chaine légeére, kappa). De fait, les fragments Fab des IgG monoclonales
étudiées présentent des spectres dichroiques similaires & 1'IgG entiére, ce

qui suggére que ce sont les parties variables VH et V. qui sont a l'origine

L
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des variations observées dans les spectres. Le rdle des différences struc-
turales des domaines VH et VL pour expliquer les variations des spectres
dichroiques a été démontré pour des IgA monoclonales & activité anti-
phosphorylcholine (MORRIS, WILLIAMS et YOUNG, 1974). Les variations
relativement faibles des taux de tyrosine entre différentes IgG monoclonales
refletent donc vraisemblablement des 'différences essentiellement localisées
dans deux domaines : VH et VL‘ Ces deux domaines étant particulierement
riches en structure en feuillet plissé B , il n'est pas impossible que la pré-
sence d'une ou deux tyrosine supplémentaires dans ces domaines suffise pour

modifier le spectre dichroique de l'IgG.

B - MODIFICATIONS CONFORMATIONNELLES INDUITES PAR LE
CHAUFFAGE, LE pH ACIDE ET LE THIOCYANATE DE SODIUM

1. CHAUFFAGE A 56° C

Le chauffage & 56° C des IgGl monoclonales entraine une augmentation
de la bande négative & 217 nm indiquant une augmentation de la structure en
feuillet plissé B (voir la figure 4 de l'article n° 7). Des modifications simi-
laires sont observées pour les IgG2c monoclonales : augmentation de la bande
négative 4 217 nm et déplacement a 214 nm (voir la figure 5 de l'article n°
7). Ces modifications persistent lorsque 1'IgG est ramenée & 4° C. De telles
modifications ne sont pas observées pour les IgG2a et IgG2b monoclonales
(résultats non présentés). Les modifications observées pour les IgGl et
IgG2c ont été fetrouvées avec les fragments Fc de ces protéines, et pas avec
les fragments Fab. De plus, les Fc et Fab des IgG2a et IgG2b ne présentent
pas de modifications conformationnelles lors du chauffage a 56° C.

Ces résultats suggéraient que les IgGl et IgG2c étaient plus sensibles a
la dénaturation thermique que les IgG2a et IgG2b. L'augmentation de struc-
ture B était évocateur d'une polymérisation des molécules d'IgG. C'est effec-
tivement ce qui a été mis en évidence par une analyse des IgG en électro-
phorése en gradient d'acrylamide. On note en effet qu'il existe une propor-
tion plus importante de formes polyméres dans les IgGl et IgG2c chauffées &
56° C, que dans les IgG2a (figure 47).
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Figure 47.- Electrophor@se en gradient d'acrylamide (5-25 7Z) de
sous—~classes d'IgG natives et chauffées & 56°C pendant 2 h.

1 : IgGl IR 27 native ; 2 : IgGl IR 27 chauffée & 56°C, 2 h ;

3 : IgG2a IR 530 native ; 4 : IgG2a IR 530 chauffée & 56°C, 2 h ;
5 : IgG2c IR 304 native ; 6 : IgG2c IR 304 chauffée 3 56°C, 2 h.
La position des marqueurs de poids moléculaire IgM, IgD

et IgG est indiquée sur la gauche de 1'électrophorégramme.
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2. EFFET DU pH ACIDE

Les IgG ont été étudiées & différents pH : 4,5 ; 3,5 ; 2,8. Des modifi-
cations des spectres dichroiques ont été observées essentiellement & pH 2,8.
Le spectre de 1'IgGl IR 595 & pH 2,8 (figure 6 de l'article n° 7, page 200)
indique & la fois une désorganisation de la structure secondaire (apparition
d'une bande & 198 nm, caractéristique d'une structure non ordonnée), et de
la structure tertiaire (disparition de la bande & 305 nm). Le spectre di-
chroique de 1'IgGl ramené & pH 7,4 aprés acidification & pH 2,8, n'est pas
superposable totalement au spectre de I'IgG "native". Ceci suggeére que les
modifications conformationnelles induites par 1'acidification ne disparaissent
pas complétement quand l'IgG est ramenée & pH 7,4. Des résultats similaires
sont observés pour les IgG2c monoclonales. A l'inverse, on n'observe pas de
modification significative pour les IgG2a monoclonales. Dans le cas de 1'IgG2b
monoclonale IR 863, on observe une augmentation de la bande négative &
217 nm, indiquant une augmentation de structure en feuillet plissé B (résul-
tats non présentés). L'ensemble des modifications observés est résumé dans
le tableau I de l'article n°® 7 (page 195).

3. EFFET DU TRAITEMENT PAR LE NaSCN 3M

Le NaSCN 3M est utilisé pour l'élution des IgG de colonnes d'immuno-
adsorbants, ou de colonnes de protéine A-Sépharose. Nous avons étudié si
les IgG dénaturées aprés traitement par le NaSCN 3M récupérent ou non une
conformation native. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau I de
l'article n® 7 (page 195). On observe que les spectres dichroiques "natifs"
ne sont pas obtenus pour les IgG de sous-classe IgGl, IgG2a et IgG2b.

C - CONCLUSIONS

Les résultats de cette étude montrent que, dans leur état natif, les
sous-classes d'IgG ne peuvent étre distinguées par des propriétés particu-
lieres de leurs spectres dichroiques. Au contraire, des différences entre IgG
monoclonales d'une méme sous-classe ont été mises en évidence. Ces diffé-
rences sont peut étre reliées & la contribution des chaines latérales aroma-
tiques, plus particuliéerement celles des tyrosines, probablement localisés
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dans les domaines variables des chaines lourdes et légéres. Nos résultats
pdur les sous-classes d'IgG du Rat ne sont pas les mémes que ceux rappor-
tés pour les sous-classes d'lgG humaines par JOHNSON et al. (1974) (voir
premiére partie, Chapitre II, paragraphe E). Ces auteurs ont en effet mon-
tré que la sous-classe IgG3 humaine se distingue trés nettement des autres
sous-classes d'lgG par une bande négative treés importantev 4 240 nm. Cette
bande s'explique par l'existence d'un trés grand nombre de ponts disulfure
interchaines dans la région charniére de 1'IgG3 (15 contre 2 & 4 p.our les
autres sous-classes) (voir premiére partie, Chapitre II, paragraphe D). -

Les sous-classes d'IgG apparaissent affectées de fagon différente par les
agents dénaturants : chauffage, pH acide, traitement par le thiocyanate de
sodium 3M. Trois points méritent plus particuliérement d'étre signalés :

- deux sous-classes : IgGl et IgG2c sont sensibles & la dénaturation ther-
mique et a l'acidification,

- les inodifications observées sur l'lgG sont retrouvées avec le fragment Fec
et pas avec le fragment Fab,

- les modifications induites par le chauffage & 56° C sont irréversibles, .
celles liées a l'acidification sont partiellement réversibles.

Les modifications produites par l'incubation & un pH acide (pH 2,8) et
leur caractére partiellement réversible lors du retour & un pH neutre,
permettent d'expliquer, pour la sous-classe IgGl, le réle joué par l'acidi-
ficétion dans l'augmentation de la sensibilité & la digestion par la pepsine
(voir deuxiéme partie, Chapitre I, paragraphe D). Nos résultats suggeérent
que cette augmentation de sensibilité est liée a des modifications conforma-
tionnelles localisées dans le Fec. Les modifications conduisent & une digestion
compléte de cette partie de la molécule alors que la partie Fab reste résis-
tante a 1'hydrolyse pepsique. Cependant, pour la sous-classe IgG2a, les
résultats de dichroisme circulaire ne suggerent pas de modifications confor-
mationnelles significatives & pH acide. Or, cette sous-classe présente éga-
lement une augmentation de sensibilité a 1'hydrolyse pepsique aprés une
pré-incubation & pH 2,8. Ceci indique qu'il existe vraisemblablement pour la
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sous-classe IgG2a des modifications de conformation non détectables par des
études de dichroisme circulaire. Cela est-il lié au fait que les modifications
de structure secondaire et tertiaire de 1'IgG2a soient moins importantes que
celles de I'lgGl ? Il est difficile d'y répondre. Cependant, il est important
de noter que l'utilisation du dichroisme circulaire ne permet pas dans ce cas
la détection de modifications conformationnelles. De méme, nous n'avons pu
mettre en évidence de changements dans les spectres dichroiques d'IgG dont
les ponts disulfure inter-chaines avaient été réduits par le dithiothréitol
(résultats non présentés). Or, il existe de nombreux arguments indiquant
I'existence de modifications de la conformation des IgG aprés réduction des
ponts disulfure inter-chaines : l'augmentation de la sensibilité a l'action de la
papaine, l'altération de nombreuses activités biologiques etc.. Tout ceci
suggére que le dichroisme circulaire ne pourrait mettre en évidence des
altérations mineures de la conformation des IgG ; ou bien que cette méthode
n'enregistre que des modifications de structure secondaire et tertiaire loca-
lisées dans un domaine de 1'IgG, mais qu'elle ne peut apprécier des modi-
fications de structure quaternaire : c'est-a-dire, l'orientation des domaines
les uns par rapport aux autres, les relations entre Fab et Fc, les contacts
entre les domaines. ' .

En dépit de ces remarques, les études de dichroisme circulaire avaient
montré des modifications conformationnelles des sous-classes IgGl et IgG2c
lors du chauffage & 56° C ou apreés incubation & pH acide. Ces modifications
étant localisées dans la partie Fc, on pouvait s'attendre & ce qu'une activité
biologique exprimé par la partie Fe, telle que l'affinité pour la protéine A de
S.aureus, puisse étre altérée. Les résultats de cette étude sont présentés
dans le chapitre IV,
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CHAPITRE IV

ETUDE DE L'AFFINITE DES SOUS-CLASSES D'IgG DU RAT POUR LA PROTEINE
A DE S. AUREUS
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Abstract—The binding of rat IgG subclasses: [gG 1. l1gG2a. 1gG2b and 1gG2c to staphylococcal protein A
has been investigated by fractionation of monoctonal rat 1gG or normal rat serum on protein A-Sepharose.
Elution was performed by buffers of decreasing pH (from.9.0 to 3.0) or by sodium thiocyanate gradients
(NaSCN) at pH 7.4. Differences in affinity were found in part to be related to the subclass with the order:
1gG2c > 1gG1 > IgG2b > 1gG2a (the affinity of 1gG2b being very weak, and 1gG2a having no affinity for
protein A). Differences in affinity between monoclonal 1gG2cs were also demonstrated. some being eluted at
pH 4.0-3.0 (or | M NaSCN) and othersat pH 6.0 (or 0.5 M NaSCN). Each monoclonal IgG1 also exhibited
heterogeneity with fractions eluted at pH 8.0. 7,0 and 6.0. The elution pattern of 1gG subclasses from normal
rat serum was found to be in agreement with the results obtained from monocional IgG. Pure IgG1 and
1gG2c were recovered from rat serum at pH 7.0 and 4.0-3.0 respectively.

INTRODUCTION

Protein A, a cell wall component of most
Staphylococcus aureus strains binds to the Fc
- portion of immunoglobulins (Forsgren &
Sjoquist, 1966). This property has been found
in immunoglobulins of several mammalian
species and has proved to be a useful
immunological procedure for analytical and
preparative purposes [for review see Goding
(1978)]. Studies with monoclonal proteins or
normal serum have shown that some IgMs in
humans (Kronvall & Frommel, 1970; Harboe &
Folling. 1974; Lind er al, 1975), in mice
(MacKenzie et al., 1978a) and in rats (Medgyesi
et al., 1978) can bind protein A. Interaction

between some monoclonal IgAs and protein A

has also been demonstrated (Grov, 1976; Harboe
& Folling, 1974; Medgyesi et al., 1978; Saltvedt
& Harboe, 1976) but no relation to subclasses
has been found in man (Brunda et al., 1979).
Evidence for the protein A reactivity of human
IgE (Johansson & Inganas, 1978) but not that of
rat (Medgyesi et al., 1978) or mouse IgE (Ey et

al., 1978) has also been reported. For IgG

immunoglobulins, restriction of the binding to
particular IgG subclasses has been defined. In
human IgG, the interaction is limited to the
IgGl, IgG2 and 1gG4 subciasses (Kronvall &
Williams, 1969). In the mouse, initial studies
(Kronvall et al., 1970; Grey et al., 1971) showed

-that IgG2a, IgG2b and 1gG3 but not IgG1 could

bind protein A. However, more recently, a weak
interaction between IgGl and protein
A-Sepharose was found (Goding, 1976;
MacKenzie et al., 1978b). The use of thiocyanate
gradients has permitted the isolation of pure
IgG1 from normal mouse serum (Chalon et al.,
1979). Pure mouse IgG1, 1gG2a and IgG2b have
been isolated from mouse serum by the use of
buffers of decreasing pH (Ey et al., 1978). The
pH-dependent binding of goat IgG subclasses
(Delacroix & Vaerman, 1979; Duhamel et al.,
1980) and human IgG subclasses (Duhamel et
al., 1979) has also been demonstrated. In the rat,

“the binding to protein A has been found to

involve the IgG1 and IgG2c subclasses but not
IgG2a and IgG2b (Medgyesi er al., 1978).
Previous reports (Goding, 1978) have shown that
only a small amount of normal rat IgG can bind
to protein A-Sepharose. In the present work, we
have investigated the interaction between rat
IgG subclasses and protein A-Sepharose, by the
use of monoclonal rat IgG (Bazin er al., 1973;
Bazin et al., 1974) and of IgG from normal rat
serum. Relations between binding to protein A
and IgG subclass or other physico-chemical
parameters have been studied. Our results have
permitted us to describe a procedure for the
isolation of pure IgG! and 1gG2c from normal
rat serum. :

639
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MATERIALS AND METHODS

lat serum

Normal rat serum was obtained from
randomly bred Wistar rats.

Preparation of rat. monoclonal immunoglobulins

Immunocytomas producing monoclonal. .

immunoglobulins were maintained in
LOU/M/Wsl rats as described previously (Bazin

et al., 1972), except for the immunocytoma IR -

863, producing a monoclonal I1gG2b, that was
transplanted in (LOU X OKA) F,-hybrids.
Monoclonal 1gG2a and IgGl were isolated
from ascites or sera of rats bearing tumors as
described by Bazin et al. (1974). Monoclonal
IgG2b IR 863 was isolated by chromatography
of a precipitate at 40°%, ammonium sulphate
saturation on a DEAE-cellulose (Whatman DE
32) equilibrated with 0.05 M Tris-HCI buffer,
pH 8.0. Stepwise elution was performed with
increasing molarities of NaCl (0.05 and 0.1 M.
Monoclonal IgG2c was isolated by precipitation
at 40%, ammonium sulphate saturation followed
by chromatography on CM<ellulose (Whatman
CM 32), equilibrated in 0.2 M Na-acetate buffer,

pH 4.2; elution was performed by the same buffer

and increasing molarities of NaCl (0.1 and
0.2 M). Monoclonal IgG2c was eluted either with
0.1 M (IR 1012, IR 759) or 0.2 M (IR 759. IR
304) NaCl concentrations.

Antisera

Antisera to normal rat serum proteins were
purchased from SEBIA (Issy-les-Moulineaux,
France). Monospecific antisera were prepared as
described previously (Bazin et al., 1974), except
for the antiserum to the y -heavy chain, which
was raised by immunizations of rabbits with
purified Fc of monoclonal IgG1l (IR 595) and
absorbed with monoclonal IgG2a, IgG2b and
I1gG2c covalently linked to Sepharose 4B (Porath
et al., 1973).

Protein A-Sepharose chromatography

Staphylococcal protein A covalently linked to
Sepharose CL-4B (protein A-Sepharose) was
obtained from Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Sweden). One-and-a-half grams were
swollen in 0.01 M Na-phosphate, 0.15 M NaCl
(phosphate-buffered saline, PBS), pH 8.0,
containing 0.02%; sodium azide, and packed into
a |l x 15 cm glass column. The column was stored
at +4°C. Chromatography was usually
performed at +4°C and in some cases at room

temperature  (20-22°C). Monoclonal IgG
(15 mg) or a precipitate of normal rat serum at
40%, ammonium sulphate sawuration (100 mg
protein; 30-35 mg IgG) were applied to the
column. The following elution procedures were
used:

(1) The column was eluted sequentially with
PBS, pH 7.4 (60-70 ml), and with a linear-
gradient from 0 to 3 M sodium thiocyanate
(NaSCN) (total volume: 300 ml). The shape of
the gradient was monitored by measurement of
the sodium concentration in the column effluent.

(2) Elution was performed with PBS, pH 8.0
(60~70 mi). PBS, pH 7.4 (50 ml),and PBS, pH 7 4,
containing 0.5 M NaSCN (50 ml) and | M
NaSCN (50 ml). -

(3) Elution by buffers of decreasing pH from
8.0 to 3.0 was performed as described by Ey et al.
(1978). In some experiments, the column was
equilibrated with 0.01 M Na-borate, 0.15 M
NaCl [(borate-buffered saline), BBS], pH 9.0,
and the first step of elution was performed with
the same buffer.

All the buffers contained sodium azide at
0.029%, concentration.

Immunochemical assays -

Ouchterlony analyses and immunoelectro-
phoretic assays were performed in 19, agarose
gels containing 0.078 M sodium barbital buffer,
pH 8.2. Single radial immunodiffusions were
done as described by Mancini ez al. (1965). The
standard proteins were different to the proteins
used for immunizations in order to avoid
interference of idiotypic determinants.

Polyacrylamide gel electrophoresis

Polyacrylamide gel electrophoresis in sodium
dodecyl sulphate (PAGE-SDS) was performed
on slabs with the buffers described by Laemmli
(1970) and the use of the device proposed by
Kerckaert (1978). Unreduced samples (in 5%
SDS, 0.075 M iodoacetamide) were applied to
7.5% acrylamide gels; samples reduced by 2-
mercaptoethanol (5% final concentration) were
run on 109 acrylamide. gels.

RESULTS

Studies with monoclonal rat IgG

IgG2a. Chromatography of monoclonal
IgG2a (proteins IR 33, IR 418, IR 530) in PBS,
pH 8.0, showed elution of an unretarded peak of
asymmetrical shape. No more protein was eluted
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Rat 1gG and Protein A
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Fig. 1. Chromatography of monoclonal immunoglobulin
1gG2b IR 863 (15.mg) on protein A~Sepharose. (A) Elution

with PBS. pH $.0. (B) Elution with BBS, pH 9.0. Fiow rate: 15
‘mi hr. Fractions of 5 ml were collected.

either by a sodium thiocyanate gradient or by
- buffers of decreasing pH.

IgG2b. Monoclonal IgG2b (IR 863) was eluted

from the column at pH 8.0 as a slightly retarded
peak of an asymmetrical shape (Fig. 1(A)].
Chromatography at pH 9.0 showed elution of
two unresolved peaks [Fig. 1(B)]. These two
fractions gave the same pattern in- PAGE-SDS.

IgG1. Chromatography of monocional IgG1
(IR 27, IR 395)in PBS, pH 8.0, showed elution of
a slightly retarded and asymmetric peak (Fig. 2).
Another peak was observed at the beginning of
an NaSCN gradient from 0 to 3 M [Fig. 2(A)).
Stepwise elution with 0.5 and 1 M NaSCN led to
the recovery of protein at the 0.5 M but not at the
1 M concentration [Fig. 2(B}]. The results were
the same when chromatography was performed
at + 4°C or at room temperature, except that at
room temperature a small amount of material
was eluted at pH 7.4 With buffers of decreasing
pH, elution of monoclonal IgG1 was obtained at
- pH 8.0, 7.0 and 6.0 [Fig. 2(C)]. All the fractions
eluted from the column reacted positively with
an anti-;, antiserum when tested by Ouchterlony
analysis. Polyacrylamide gel electrophoresis in
SDS of the fractions reduced by 2-
mercaptoethanol showed a different pattern
between the fraction unretarded at pH 8.0
(fraction 1) and the protein retained by the
column and eluted either by 0.5 A NaSCN or by
buffers of pH 7.0 and 6.0. Fraction 1 showed an
additional protein band to the light and heavy
chain bands, suggesting partial proteolysis; two
bands of the heavy chain were also observed: one
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(major) of mol. wt 55,000 and the second (minor)
of mol. wt 52,000. On the contrary, fractions
retained on the column at pH 8.0 have a heavy
chain of mol. wt 55,000 only (Fig. 3).

1gG2c¢. Chromatography of monoclonal
IgG2c (IR 304, IR 759, IR 1012) showed elution
of protein at pH 8.0 as a peak of symmetrical
shape. The protein unretarded from the column
did not react with an anti-y,. antiserum but
reacted positively with an anti~y,, antiserum and
therefore corresponded to contaminated normal

1gG2a in the preparations. 1gG2c IR 304 was

eluted at the end of the NaSCN (0-3 M) grad-
ient (Na concentration 950-1050 m-equiv/1.).
Stepwise elution with 0.5 and 1| M NaSCN
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Fig. 2. Chromatography of monoclonal immunoglobulin
IgGi IR 595 (15 mg) on protein A-Sepharose. (A) Elution
with PBS, pH 8.0(70 mi), followed by a linear gradient from0 ~
to 3 M NaSCN (total volume: 300 mi). The shape of the
gradient was monitored by determination of Na
concentrations (m-equiv/1.) in the collected fractions. (B)
Elution with PBS, pH 8.0 (70 mi), followed by PBS, pH 7.4

"(50 mi), PBS, pH 7.4, containing 0.5 M NaSCN (50 ml) and

1 M NaSCN (50 mi). (C) Sequential elution with 0.14 M Na-

phosphate, pH 8.0 and 7.0, and 0.1 M Na-citrate pH 6.0

{30 m! of each buffer). Flow rate: 15 mi/hr. Volume of
: collected fractions: 5 ml.



- 216 -

642 3. ROUSSEAUX et al.

A B
1 2 12

"
- gy e s Qg .
g o= —
T —
> 8

Fig. 3. Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS (10,
acrylamide) of monoclonal rat 1gGl IR 595 eluted from
protein A-Sepharose column. (A) {Refer to Fig. 2(B)] 1 —
fraction eluted with PBS, pH 8.0: 2—fraction eluted with
PBS, pH 7.4. containing 0.5 M NaSCN. (B) [Refer to Fig.
2(C)] 1 —fraction eluted with 0.14 M Na-phosphate, pH 8.0.
2—fraction eluted with 0.1 M Na-citrate. pH 6.0. Protein
reduced by 2-mercaptoethanol (5, final concentration).
Arrows indicate the position of heavy (H) and light (L)

showed a peak at the 1 M concentration (Fig. 4).
Additional protein was eluted w:th 2 ¥ NaSCN
or with the transfer of the column from 4°C to
room temperature. When more IgG2¢ (50 mg)
than the usual amount (15 mg) was applied to the
column, part of the protein was eluted with 0.5 M
NaSCN. With buffers of decreasing pH, elution
of 1gG2c IR 304 was observed at pH 3.0 (Fig. 4).

The two other monoclonal 1gG2c gave
somewhat different results. IgG2c IR 1012 was
eluted with 0.5 M NaSCN or with a buffer of
pH 6.0. 1gG2c IR 759 was eluted partly with
0.5 M and partly with 1 M NaSCN (Fig. 4).
PAGE-SDS analysis showed no obvious
différences between the patterns of the fractions
obtained from the three monoclonal IgG2cs
studied. .

Fractionation of normal rat IgG or normal rat
serum

IgG2a isolated from normal rat serum by
chromatography on DEAE-cellulose was eluted
at pH 8.0 from the protein A-Sepharose column.
No more material was eluted either by increasing

chains.
IR 304 IR1012
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Fig. 4. Chromatography of monoclonal immunogiobulins 1gG2¢ IR 304, IR 759, IR 1012 (15 mg) on

protein A-Sepharose. (A) Sequential elution with PBS, pH 8.0 (70 ml), PBS, pH 7.4 (50 ml, not shown), and

PBS, pH 7.4, containing 0.5 and | M NaSCN (volume of each buffer: 50 mi). (B) Sequential elution with 0.14
M Na-phosphate, pH 8.0, 0.1 M Na-citrate, pH 6.0 and 3.0 (volume of each buffer: 30 ml).
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Fig. 5. Elution of proteins from a precipitate at 40°,
ammonium sulphate saturation of normal rat serum on
protein A-Sepharose column. The amount of material
applied was determined by Bio-Rad protein assay. Flow
rate: 15 ml-hr.

molarities of NaSCN or by buffers of decreasing
pH. _ ‘
A precipitate of normal rat serum’ at 409,
ammonium sulphate saturation (100 mg protein,
35 mg 1gG) was eluted at pH 8.0 as a peak of
" asymmetrical shape with a shoulder after a main
peak. This shoulder was resolved as a second
peak when less material was applied to the
column and the pH raised to 9.0 (Fig. 3).
Immunoelectrophoresis of the two peaks showed
that the main peak (fraction 1) contained non
immunogiobulin material in addition to IgA.
IgM and IgG2a. The second peak (fraction 2)
contained IgG1 and 1gG2b but not IgM., IgA and
1gG2a. ' .
Figure 6 shows the elution profile obtained by
the use of increasing molarities of NaSCN (0.5.
and | M). Immunoelectrophoresic analysis

showed that fractions eluted at 0.5 and 1| M -

NaSCN both contained IgGl and IgG2e.
Quantitative analysis showed that the fraction
eluted at 0.5 M NaSCN contained mainly 1gG1
(about 80“;) and 20", of IgG2c (see Fig. 6). On

Elution Volume (ml)

Fig. 6. Elution of proteins from a precipitate at 40%
ammonium sulphate saturation of normal rat serum on
protein A-Sepharose column. Sequential elution with PBS,
pH 8.0(70 m)), PBS, pH 7.4 (50 m). PBS. pH 7.4, containing
0.5 M NaSCN (50 ml) and PBS. pH 7.4, containing } M
NaSCN (50 mi). The levels of 1gG1 and 1gG2c in fractions 3
and 4 were determined by single radial immunodiffusion.
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Fig. 7. Elution of proteins (100 mg) from a precipitate at 40%;,
ammonium sulphate saturation of normal rat serum on a
protein A~Sepharose column. Sequential elution with0.14 M
Na-phosphate, pH 8.0 and 7.0.and 0.1 M Na-citrate, pH 6.0,
5.0 and 4.0 (no protein was eluted by 0.1 M Na-citrate buffer
of pH 3.0). Broken lines indicate the elution profile of the IgG
subclasses (determined by measurement of the IgG
concentration in each. of the collected fractions). Flow rate:
15 mi/hr.

Table 1. Immunoglobulin G content of fractions obtained by chromatography on protein A-Sepharose of a 40% ammonium
suiphate precipitate of normal rat serum, (elution by buffers of decreasing pH*)

1gGl IgG2a | - 1gG2b 18G2¢
Fraction” pH (mg) (mg) (mg) (mg)
i 8.0 0.50 10.70 N.D. N.D.
2 8.0 2.41 - 0.50 222 N.D.
3 7.0 4.31 N.D. N.D. N.D.
4 6.0 0.75 N.D. N.D. N.D.
5 . 50 0.39 N.D. " N.D. 0.27
6 ) 4.0 N.D. N.D. N.D. ' 1.80
Total recovered (mg) 8.36 11.20 222 207
Total applied (mg) 13.60 14.70 2.40 425

“1g levels determined by radial immunodiffusion.
b Refer to Fig. 7.
N.D.: Not detectable (fess than 0.05 mg).
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Fig. 8. Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS (7.5°,
acrylamide) of fractions from a precipitate at 407,
ammonium sulphate saturation of normal rat serum. eluted

" from a protein A-Sepharose column by buffers of decreasing

pH (refer to Fig. 7): 1—fraction ! eluted at pH 8.0; 2—

fraction 2 eluted at pH 8.0: 3—fraction 4 eluted at pH 6.0; 4—

fraction 6 eluted at pH 4.0. Proteins reduced by 2.
mercaptoethanol (5°, final concentration).

the contrary. the fraction eluted with 1 M
NaSCN contained almost only IgG2c (about
90%,). : .

The elution profile of rat serum obtained by
the use of buffers of decreasing pH is shown in
Fig. 7, with the quantitative analysis of each
collected fraction for 1gGl, 1gG2a, 1gG2b and
IgG2c. Table 1 gives the quantitative analysis of
IgG subclasses in the pooled fractions. The
results indicate that IgG2b and part of IgG! are
eluted at pH 8.0 in the second peak. The fraction
eluted at pH 7.0 contained only IgG1 and the
fraction eluted at pH 4.0 only 1gG2c. A low

proportion of IgG2c was also eluted at 5.0.

Examination of the fractions by PAGE-SDS
showed that the first peak at pH 8.0 (fraction 1)
contained other proteins than IgG, whereas only
IgG and after reduction H- and L-chains were

" observed in the other fractions. The ;-heavy

chain in fraction 1 has a mol. wt of 52,000,
characteristic of IgG2a; in fraction 2, the H-
chain mol. wt is 55,000, characteristic of IgGl
and IgG2b (Fig. 8) (Rousseaux et al., in
preparation).

DISCUSSION

Results of these studies have shown that the
interaction between rat IgG and protein A is in
part related to the subclass but also depends on

many other factors. As previously demonstrated
by Medgyesi ¢t al. (1978), our studies have shown
that both 1gGl and 1gG2c bind protein A.
However, another subclass, 1gG2b, was found
slightly retarded at pH 8.0 or 9.0 on the protein
A-Sepharose column and therefore demon-
strated a weak affinity for protein A. The use of
buffers of decreasing pH or of increasing
molarities of NaSCN has also shown that
monoclonal (or normal) IgG2c has a greater
affinity for protein A than IgGl. However
differences within each of these two subclasses
were found. Studies with monoclonal 1gG2c
showed that some proteins bind more strongly to
protein A than others. This heterogeneity was
also observed with the 1gG2¢ molecules from

- normal. rat serum; but, in the latter case, the

12G2c population having the strongest affinity
for protein A seems to predominate. We have
also noticed that monoclonal 1gG2cs with high
affinity for protein A are more basic proteins
than the others: .they have the slowest
electrophoretic mobility, they require the highest
salt concentrations for elution. from
CM-cellulose at pH 4.2. We do not know
whether these charge differences are directly
related to the differences in affinity for protein A
or whether they reflect structural differences
within the Fc part of the IgG molecule.

Heterogeneity of binding within the IgGl
subclass was also demonstrated. Each
monoclonal IgG1 can be divided into different
fractions; for example, with buffers of decreasing
pH, three populations eluted at pH 8.0, 7.0 and
6.0 respectively were observed. The protein
eluted at pH 8.0 exhibited some physico-
chemical differences from the protein retained on
the protein A-Sepharose column; in particular,
partial proteolysis and a heavy chain of a
different mol. wt were found. Such an
heterogeneity has also been observed for mouse
1gGl. Ey et al. (1978) found in normal mouse
serum two populations respectively eluted at
pH 7.0 and 6.0 from a protein A-Sepharose
column. McKenzie er al. (1978) showed that a
part of monoclonal IgG1 is not bound at pH 7.4
(and evidenced partial proteolysis), whereas
most of the protein is eluted by 0.5 M NaSCN. In
the case of rat IgG, one notices that a part of
IgG1 behaves exactly as IgG2b (i.e. slightly
retarded at pH 8.0), whereas another part
behaves as some IgG2¢ molecules (i.e. elution by
buffer of pH 6.0 or by 0.5 M NaSCN).

The elution pattern of rat IgG from the protein
A-Sepharose column also depends on the
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amount of material applied. For emmple when
large amounts of monoclonal [gG2c IR 304 arc
put on acolumn, part of the protein is eluted with
0.5 M NaSCN. whereas this is not the case when
lower amounts are used. The second peak
observed at pH 8.0 or 9.0 with normal rat I1gG is
only noticed when low amounts of protein (less
than 100 mg) are applied to the column. Similar
results have been observed with mouse 1gG
(Chalon ¢t al., 1979) and goat 1gG (Delacroix &
Vaerman, 1979: Duhamel ¢t a/.. 1980).

In conclusion. the interaction between rat 1gG
and protein A is not entirely subclass-specific.
However. our studies have shown that it is
possible to isolate pure 1gG1l and 1gG2c from
normal rat serum. the best procedure being the
use of bulfers of decreasing pH. Only IgGl is
eluted at pH 7.0 and only 1gG2c at pH 4.0-3.0.
Partial purification of 1gG2b can also be
achieved by elution at pH 8.0 or better at pH 9.0.

However, such a purification can only be

obtained with no more than 100 mg of protein
. from a precipitate at 40°, ammonium sulphate
saturation. Perhaps the combination of protein
A-Sepharose chromatography with ion-
exchange chromatography could lead to a
complete purification of IgG2b from normal rat
serum. :
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L'affinité des immunoglobulines, plus particulierement celle des IgG,
pour la protéine A, constituant de la paroi bactérienne de nombreuses sou-
ches de Staphylococcus aureus, représente une propriété biologique dont les

applications analytiques et préparatives se sont développées de facon consi-
dérable ces derniéres années. Cette affinité se limite & certaines sous-classes
d'lgG, comme l'ont montré les études réalisées chez 1'Homme et dans diverses
espéces animales (premiére partie, Chapitre III). Parmi les sous-classes qui
se lient 4 la protéine A, des différences d'affinité ont également été mises en
évidence. Ceci présente le grand intérét de rendre possible la purification
d'anticorps appartenant & une seule sous-classe parmi une population hété-
rogéne. Chez le Rat, 1'étude de l'interaction entre protéine A et sous-classes
d'IgG, présentait également l'intérét de définir les conditions et les limites de
son utilisation (analytique ou préparative) avec les anticorps monoclonaux de
classe IgG. Lorsque nous avons entrepris ce travail, deux publications
avaient rapporté l'affinité des IgG ou des sous-classes d'IgG du Rat pour la
protéine A. GODING (1978) montrait que la trés grande majorité des IgG du
sérum de Rat ne se fixe pas sur une colonne de protéine A-Sépharose & pH
7,4. MEDGYESI et al. (1978) mettaient en évidence une interaction entre la
protéine A et deux sous-classes d'IgG : IgGl et IgG2c. Ces auteurs utili-
saient comme techniques la précipitation IgG-protéine A en milieu gélifié et
I'adsorption sur des suspensions bactériennes de S. aureus. Dans notre
étude, nous avons utilisé la chromatographie sur colonnes de protéine A
couplée au Sépharose (Protéine A-Sépharose, Pharmacia). L'interaction entre

protéine A et sous-classes d'IgG a été étudiée :

- d'une part, avec des immunoglobulines monoclonales ou des anticorps
monoclonaux,
- d'autre part, avec des IgG du sérum de Rat.

Nous avons recherché si l'affinité des IgG pour la protéine A dépendait
uniquement de la nature de la sous-classe ou si d'autres facteurs pouvaient
intervenir. Le roéle joué par la dénaturation des IgG sur l'interaction avec la
protéine A a également été étudié.
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A - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le détail des méthodes utilisées est indiqué dans la publication n° 8.
Nous rappelons ici briévement les différents procédés employés pour analyser
I'interaction entre IgG du Rat et protéine A. La chromatographie sur pro-
téine A-Sépharose (Pharmacia) a été effectuée habituellement & + 4° C.
Environ 15 mg d'lgG purifiée ont été déposés sur une colonne de 6 ml. Dans
le cas d'un précipité du sérum de rat par le sulfate d'ammonium & 40 % de
saturation, 100 mg de protéine, soit environ 30 & 35 mg d'IgG, ont été
appliqués. Dans le cas ou un sérum (ou une ascite) ont été déposés direc-
tement sur la colonne, le volume de sérum (ou d'ascite) était 1 ml & 1,5 ml.

Trois protocoles d'élution ont été utilisés :

1° La colonne est lavée par 60 - 70 ml de tampon phosphate 0,01 M, NaCl
0,15 M (sérum physiologique tamponné), pH 8 puis un gradient de thio-
cyanate de sodium (NsSCN) de 0 & 3 M (volume total 300 ml) est
appliqué.

2° L'élution est réalisée successivement par du sérum physiologique tamponné
de pH 8 (70 ml), puis de pH 7,4 (50 ml), puis le méme tampon contenant
du thiocyanate de sodium (NaSCN) 0,5 M et 1 M (50 ml de chaque).

3° L'élution est réalisée successivement pour les tampons : phosphate de
sodium 0,14 M, pH 8 (40 ml) et pH 7 (35 ml) ; citrate de sodium 0,1 M
de pH 6 ; 5 ; 4 et 3 (35 ml de chaque tampon).

Dans certaines expériences, la colonne a été équilibrée par du tampon
borate de sodium 0,01 M, NaCl 0,15 M de pH 9 et 1'élution réalisée par ce

méme tampon.

B - AFFINITE DES I1gG MONOCLONALES POUR LA PROTEINE A

1. IgG2a

La chromatographie de différentes IgG2a monoclonales (IR 33, IR 418,
IR 530) sur protéine A-Sépharose & pH 8, met en évidence un seul pic de
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profil symétrique, non retardé (résultats non présentés). Aucun matériel
protéique supplémentaire n'est élué par un gradient de concentration en
thiocyanate ou par des tampons de pH décroissants (pH 7 & 3).

2.1gG2b

L'IgG2b monoclonale IR 863 est élude a pH 8,0 sous forme d'un pic
légérement retardé et de forme asymétrique (voir la figure 1 de I'article n°
8, page 215). La chromatographie &4 pH 9,0 met en évidence deux pics
incomplétement séparés. Ces deux fractions ont le méme comportement en
électrophorése en acrylamide-SDS. Elles donnent une réaction d'identité totale
avec un antisérum anti-IgG (résultats non présentés).

3. IgGl (voir la figure n°® 2 de l'article n° 8)

La chromatographie de différentes IgGl monoclonales purifiées (IR 27,
IR 595, IR 766), a4 pH 8, met en évidence un pic légérement retardé et
asymétrique. Un autre pic est observé au début d'un gradient & NaSCN 0 a
3 M (voir la figure 2 A). L'élution successive avec du NaSCN 0,5 M et 1 M
aboutit & une récupération de la protéine & la concentration 0,5 M, mais pas
a4 la concentration 1 M (voir la figure 2 B). Ces résultats obtenus sont
similaires si l'élution est effectuée & + 4° C ou & la température ambiante,
excepté qu'a température ambiante, une partie de la protéine est éluée a pH
7,4. Avec des tampons de pH décroissants, l'élution des IgGl monoclonales
est obtenu & pH 8, 7 et 6 (voir figure 2 C). Le pourcentage de protéine
éluée 4 pH 8 et 7 peut étre trés variable, et ceci pour une méme IgGl
monoclonale. Dans certains cas, la quantité éluée & pH 8 peut étre tres
faible, et on peut observer l'absence de matériel protéique élué a4 pH 7. Dans
d'autre cas, le matériel élué a4 pH 8 peut étre trés important. Toutes les
fractions donnent un arc de précipitation en immunoélectrophorése avec un
antisérum anti-IgG (chaines lourdes + chaines légeéres). Elles réagissent avec
un antisérum anti-Y 1 et ne donnent pas de précipitation avec un antisérum
anti- Y 2a. L'électrophorése en gel d'acrylamide SDS montre pour les fractions
éluées 4 pH 8 en présence de bandes supplémentaires aux chaines lourdes et
légéres, suggérant une protéolyse partielle de la protéine (figure 3 de
l'article n°® 8, page 216).
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La figure 48 montre les profils d'élution obtenus lorsqu'une ascite
~contenant un anticorps monoclonal IgGl & activité anti-DNP est chromato-
graphiée sur protéine A-Sépharose. On observe que l'anticorps monoclonal
IgGl est élué ; d'une part, & pH 8 sous forme d'un deuxiéme pic, qui suit
un premier pic ol se trouvent les autres protéines de l'ascite ; d'autre part
a pH 6.

4. 1gG2c

La chromatographie de différentes IgG2c monoclonales (IR 304, IR 759,

IR 1012) met en évidence un pic non retenu & pH 8 (voir la figure 4 de
I'article n°® 8, page 216). Ce matériel ne réagit pas avec un antisérum anti-
Y2c, mais réagit avec un antisérum anti- Y2a. Ceci suggere qu'il correspond
a4 de 1'IgG2a contaminant la préparation d'IgG2c. L'IgG2c IR 304 est élude a
la fin d'un gradient de NaSCN 0 & 3 M. Lorsque l'élution est réalisée succes-
sivement par le NaSCN 0,5 M et le NaSCN M, I'IR 304 est éluée par la concen-
tration 1 M. Avec des tampons de pH décroissant, I'IR 304 est éluée par le
tampon de pH 3. Lorsque la quantité de protéine déposée est de 50 mg au
lieu de 15 mg, une partie de 1'IgG2c IR 304 est éluée par le NaSCN 0,5 M
(ou un tampon de pH 6) (résultats non présentés).

Les deux autres IgG2c monoclonales testées donnent des résultats
différents. L'IR 1012 est éluée par le NaSCN 0,5 M ou un tampon de pH 6
(voir figure 4 de l'article n°® 8, page 216). L'IR 759 est éluée en partie avec
du NaSCN 0,5 M et en partie avec du NaSCN M. L'analyse par électrophorése
en gel de polyacrylamide - SDS des différentes fractions obtenues par les
IgG2c monoclonales testées ne met pas en évidence de différences signifi-

catives.,

C - FRACTIONNEMENT DES SOUS-CLASSES D'IgG DU SERUM DE RAT

L'affinité des sous-classes d'IgG du sérum de Rat pour la protéine A a
été étudiée de deux facons différentes :
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Figure 48.- Elution d'une ascite contenant un anticorps monoclonal
IgGl 3 activité anti~DNP sur colonne de protéine A-Sépharose (6 ml).
L'activité anti-DNP a ét& recherché@e par immunodiffusion double en
gélose avec comme antigéne la sérumalbumine bovine dinitrophénylée
(DNP48-BSA, Calbiochem). Elutions successives par les tampons phos-
phate de Na 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 8 ; citrate de Na 0,1 M, pH 6

et pH 3 (débit : 15 ml/h ; volume des fractions : 3 ml).
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- certaines sous-classes d'IgG purifiées totalement ou partiellement par
chromatographie d'échange ionique sur DEAE-Cellulose ont été chromato-
graphiées sur colonne de protéine A-Sépharose ;

- le sérum de Rat, ou un précipité de ce sérum par le sulfate d'ammonium &
40 % de saturation, ont été directement fractionnés sur protéine A-

Sépharose.

1. AFFINITE POUR LA PROTEINE A DE SOUS-CLASSES D'IgG DU
SERUM DE RAT (PARTIELLEMENT OU TOTALEMENT PURIFIEES)

La chromatographie sur DEAE-Cellulose d'un précipité du sérum de Rat
par le sulfate d'ammonium & 40 % permet de séparer certaines sous-classes
d'igG :

- I'IgG2a est éluée par un tampon phosphate de sodium 0,005 M, pH 7,8,

- une fraction contenant IgG2a et IgG2b en proportions variables (le plus
souvent dans un rapport 1/1) est éluée par le tampon phosphate de sodium
0,01 M, pH 7,8,

- les fractions éluées par les tampons phosphate 0,05 M et 0,1 M contiennent
essentiellement de 1'IgG2a et de 1'IgGl.

Ces différentes fractions ont été chromatographiées sur colonne de protéine

A-Sépharose.

L'IgG2a n'est pas retenue sur la colonne & pH 8. Elle est éluée sous
forme d'un pic symétrique et non retardé.

La chromatographie de la fraction contenant IgG2a et IgG2b (voir figure
49) montre la présence de deux pics incomplétement séparés a pH 8. Ce
premier pic contient IgG2a et IgG2b, le second ne contient que de 1'lgG2b,
comme le montrent les dosages effectués par immunodiffusion radiale. Une
quantité trés faible est éluée par des tampons de pH décroissant (élution a
pH 3).
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Figure 49.- Chromatographie sur protéine A-Sépharose d'une fraction du
sérum de Rat contenant de 1'IgG2a et de 1'IgG2b (fraction &luée par le
phosphate de sodium 0,01 M, pH 7,8 d'une colonne de DEAE-~Cellulose).
Les courbes en pointillés représentent les dosages des sous-classes

IgG2a et IgG2b par immunodiffusion radiale (~e—e-, IgG2a ; -o-o—, IgG2b).
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Une fraction contenant IgGl et IgG2a a été chromatographiée sur pro-
téine A-Sépharose. L'élution par des tampons de pH 8 & 3 est présentée dans
la figure 50. L'IgG2a est élude & pH 8 alors que 1'IgGl est éluée a pH 7 et
6.

2. CHROMATOGRAPHIE DU SERUM DE RAT SUR PROTEINE
A-SEPHAROSE

La figure 5 de l'article n° 8 montre le profil d'élution obtenu & pH 8 et
pH 9, par chromatographie sur protéine A-Sépharose d'un précipité du sérum
de Rat par le sulfate d'ammonium & 40 % de saturation. Un pic majeur suivi
d'un épanchement sont observés & pH 8. Cet épaulement se transforme en un
deuxiéme pic si l'on dépose moins de protéine sur la colonne (25 mg au lieu
de 100 mg) et si 1'élution est réalisée & pH 9. Le contrdle du premier pic par
immunoélectrophorése met en évidence des protéines autres que les immuno-
globulines ainsi que de 1'IgG2a, de 1l'lgM et de I'IgA. Le second pic contient
de I'IgGl, de I'IgG2b mais ne contient pas d'IgG2a, d'IgA et d'IgM.

Le profil d'élution obtenu par l'utilisation de molarités de NaSCN 0,5 M
et 1 M est présenté dans la figure 6 de l'article n°® 8. Les deux fractions
contiennent IgGl et IgG2c comme le montrent les contrdles en immunoélectro-
phorése (résultats non présentés). Mais le dosage des sous-classes par
immunodiffusion radiale montre que la fraction éluée par le NaSCN 0,5 M
contient principalement de !'IgGl (environ 80 %) alors que la fraction éluée
par le NaSCN 1 M contient presque exclusivement de 1'IgG2c.

La figure 51 présente le profil d'élution obtenu par des tampons de pH
décroissants (8 & 3). L'analyse quantitative des fractions collectées montre
que 1'IgG2a est éluée & pH 8 dés son premier pic ; 1'IgG2b et 1'IgGl sont
éluées également 4 pH 8 mais dans un deuxiéme pic. Une autre partie de
I'IgGl est éluée a4 pH 7 et & pH 6. L'IgG2c est éluée essentiellement & pH 4.

Deux remarques importantes sont & faire sur ces résultats :
- La proportion d'IgGl éluée & pH 8 peut étre tres variable selon les chroma-
tographies. Il en est de méme pour les fractions obtenues & pH 7 et 6.
- Une quantité faible d'IgG2c peut étre éluée & pH 6.
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Figure 50.- Chromatographie sur protéine A-Sépharose (colonne de

6 ml) d'une fraction du sérum de Rat (20 mg de protéine) contenant
de 1'IgG2a et de 1'1gGl (fraction &luée par le tampon phosphate

de Na 0,05 M, pH 7,8 d'une colonne de DEAE-Cellulose). Elution par
les tampons phosphate de Na 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 8 ; phosphate

de Na 0,14 M, pH 7 ; citrate de Na 0,1 M, pH 6. La partie inférieure
de la figure représente les dosages d'IgGl (P4) et d'IgG2a (IN)

dans les fractions 1, 2 et 3 (dosages par immunodiffusion radiale).



- 229 -

T ] ¥ [}
| ! ]
! : pH 6. : pHS | pH4
i | = |
| i | =80
f i .
' |
| | | |
|
£ ' ! _
c A " l 1 ' 60 €
2 7 | | ' : >
g |
“j a5 ? ! ! | | g
© | ! | , 40
a | |
l | ‘ l
| ] l |
| I |
} ! |
|

/ N A\A‘—.A~A~e~ - : Na
30 60 90 120
Volume d’Elution (ml)

Figure 51.- Profil d'élution obtenu par chromatographie sur protéine A-
Sépharose (colonne de 6 ml) d'un précipité du sérum de Rat par le sulfate‘
d'ammonium 3 40 7 de saturation (100 mg). Les courbes en pointillés repré-
sentent les taux des différentes sous-classes déterminés par immunodiffu-

sion radiale. =-e-e—, IgG2a ; =-o-o=-, IgG2b ; -A-A-, IgGl ; -A-A-, IgG2c
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Des résultats similaires sont obtenus si l'on applique sur la colonne de
protéine A-Sépharose le sérum de rat, équilibré & pH 8 (et non un précipité
par le sulfate d'ammonium & 40 % de saturation).

3. PROTOCOLE DE PREPARATION DES SOUS-CLASSES D'IGg DU
SERUM DE RAT UTILISANT LA CHROMATOGRAPHIE SUR PROTEINE
A-SEPHAROSE ET LA CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE CELLULOSE

Les résultats obtenus par chromatographie du sérum de Rat sur pro-
téine A-Sépharose montraient qu'il était possible par cette méthode de puri-
fier la sous-classe IgGl (élution par les tampons de pH 7 et 6) et la sous-
classe IgG2c (élution & pH 4). Par chromatographie sur protéine ASépharose,
on ne pouvait & l'inverse purifier les sous-classes IgG2a et IgG2b. La sous-
classe IgG2a est facilement purifiée du sérum par chromatographie sur DEAE-
Cellulose (élution par le phosphate de sodium 0,005 M, pH 7,8). La difficulté
résidait dans la purification de I'IgG2b. Celle-ci peut étre complétement
purifiée en utilisant deux chromatographies successives : la premiére sur
protéine A-Sépharose permet d'obtenir & pH 8 une fraction contenant IgGl et
IgG2b. La chromatographie de cette fraction sur DEAE-Cellulose et 1'élution
par les tampons phosphate 0,005 M ; 0,01 M ; 0,05 M, pH 7,8, permet
d'obtenir 1'IgG2b purifiée & la molarité 0,01 M (figure 52).

La figure 53 résume de fagon schématique le protocole de fractionnement
des sous-classes d'IgG du sérum de Rat utilisant la chromatographie sur
protéine A-Sépharose et la chromatographie sue DEAE-Cellulose.

D - ROLE DE LA DENATURATION DES IgG SUR L'AFFINITE POUR LA
PROTEINE A

Lors de la chromatographie d'IgG monoclonales ou d'IgG du sérum sur
protéine A-Sépharose, nous avons observé pour les sous-classes IgGl et
IgG2c des résultats indiquant une affinité variable. Par exemple, la méme
IgGl monoclonale peut étre éluée soit principalement & pH 8 soit 4 pH 6. De
méme, certaines préparations d'IgG2c IR 304 étaient éluées de la colonne de
protéine A-Sépharose & pH 8 et 6 alors qu'habituellement, l'élution s'effectue
4 pH 3. Ces variations dans les résultats obtenus pouvaient étre lides a
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Figure 52.- Chromatographie sur DEAE-Cellulose (colonme 2 x 15 cm,
débit : 20 ml/h ; volume des fractions : 5 ml) de la 28me fraction
obtenue par chromatographie sur protéine A—Sépﬁarose du sérum de Rat
a2 pH 8 (fraction contenant IgGl et IgG2b, voir la figure 51).

{ Elution par les tampons phosphate de Na 0,005 M, 0,01 M et‘0,0S M,
pH 7,8. La partie inférieure de la figure représente le dosage des

sous-classes IgGl ([J) et 1gG2b (BA) par immunodiffusion radiale.
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SERUM DE RAT

bEAE—Cellulose " Protéine A-Sépharose
Phosphate 0,005 M pH 8
pH 7,8 (fraction 2)
IgG2a IgGl + IgG2b pH 6
IgGl
pH 3
IgGac
DEAE~Cellulose
Phosphate 0,01 M Phosphate 0,05 M
IgG2b IgG!

Figure 53.- Schéma résumant le protocole de fractionmnement
des sous-classes d'IgG du Rat utilisant la chromatographie

sur DEAE-Cellulose et la chromatographie sur proté&ine A-
Sépharose.
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I'existence de molécules protéolysées ; en effet, il a été montré que l'affinité
des IgG pour la protéine A nécessite l'intégrité structurale de la partie Fe
(voir premiére partie, Chapitre III). Les résultats obtenus pour les IgGl
monoclonales indiquaient la présence de molécules protéolysées dans la frac-
tion éluée & pH 8. Cependant les IgG protéolysées ne représentaiént qu'une
“faible proportion de 1'IgG non retenue & pH 8.

Une autre application pouvait étre que des modifications conformation-
nelles des IgG liées & la dénaturation lors de leur préparation altérent leur
affinité pour la protéine A. Nous avons observé au chapitre III, que les
protéines de sous-classe IgGl et IgG2c étaient les plus sensibles & la déna-
turation thermique et par le pH acide et que les modifications conformation-
nelles étaient localisées dans le Fc. Cela nous a incité a rechercher si ces

modifications pouvaient perturber l'interaction avec la protéine A.

1. AFFINITE POUR LA PROTEINE A d'IgGl ET D'IgG2c CHAUFFEES A
56° C

Aprés chauffage & 56° C pendant 2 heures de 1'IgG2c monoclonale IR
304, on observe une proportion beaucoup plus importante de protéine éluée a
pH 8 que pour 1'lgG2c non chauffée (figure 54). Des résultats similaires ont
été notés pour 1'IgGl IR 766. Ceci suggére donc que la dénaturation résul-
tant du chauffage a 56° C aboutit & la formation de molécules ayant perdu
leur affinité pour la protéine A. Le chauffage & 56° C induisant la formation
de polyméres de 1'IgG (voir Chapitre III), on peut penser que ce sont les
polymeéres ou agrégats qui ont perdu leur affinité pour la protéine A.

2. AFFINITE POUR LA PROTEINE A D'lgG RENATUREES APRES
INCUBATION A pH ACIDE (pH 2,8)

L'IgGl monoclonale IR 766 et 1'IlgG2c IR 304 ont été incubédes & pH 2,8
(16 heures & 4° C) puis dialysées contre le tampon phosphate de sodium 0,14
M de pH 8. La chromatographie sur protéine A-Sépharose de l'lgG ainsi
traitée montre que la totalité est éluée & pH 8 (figure 55). Nous avons pu
vérifier que cette perte d'affinité pour la protéine A n'est pas liée a une
protéolyse "spontanée" de la molécule. Ainsi l'acidification a pH 2,8 qui
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Figure 54.- Chromatographie sur protéine A-Sé&pharose
(colonne de 6 ml) de 1'IgG2c monoclonale IR 304 (10 mg)
native (A) ou chauffée & 56°C pendant 2 h (B).

Elution par les ’tampons phosphate 0,01 M, NaCl 0,15 M,
pH 8 ; citrate de Na 0,1 M, pH 6 et 3.
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Figure 55.- Chromatographie sur prot&€ine A-S&pharose
(colonne de 6 ml) de 1'IgGl monoclonale IR 766 native

(A) et d'IgG! IR 766 préalablement acidifide 2 pH 2,8,
puls rééquilibrée contre le tampon phosphate de Na 0,14 M,
pH 8 (B).
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modifie les contacts entre domaines C Y2 et C Y3 (STEWART et STANWORTH,
1975 ; STEWART et al., 1977), méme aprés renaturation a4 pH neutre, fait
disparaitre complétement la possibilité d'interaction entre IgGl (et IgG2c) et
protéine A. Ces résultats peuvent s'expliquer par le fait que la zone de
contact entre protéine A et IgG est située & I'interface entre les domaines
CY2 et CY3 (voir premiére partie, Chapitre III). Toute modification dans la
conformation de cette zone pourrait donc altérer l'interaction entre IgG et

protéine A.

E - CONCLUSIONS

Nos résultats montrent que l'interaction éntre IgG du Rat et protéine A
de S.aureus est en partie liée & la nature de la sous-classe mais dépend
aussi de plusieurs autres facteurs. Deux sous-classes IgGl et IgG2c se lient
a la protéine A. Ces résultats sont en accord avec ceux de MEDGYESI et
al. (1978). L'affinité de 1'IgGl et de 1'IgG2c de Rat ressemble & celle de
1'IgGl et de 1'IgG3 de Souris respectivement (EY et al., 1978 ; SEPPALA et
al., 1981). En effet, IgGl de Rat et de Souris sont éluées d'une colonne de
protéine A-Sépharose a pH 6 ; IgG2c et IgG3 sont éluées par un tampon de
pH 4. Ces résultats suggerent une analogie structurale entre ces sousclasses
de la Souris et du Rat. Il faut noter qu'il existe d'autres arguments en
faveur d'une analogie de ces sous-classes. Les IgGl de Souris et de Rat sont
toutes deux résistantes & 1'hydrolyse par la papaine (voir deuxiéme partie,
Chapitre I, paragraphe D) et ont des vitesses de catabolisme similaires
(FAHEY et SELL, 1965 ; PEPPARD et ORLANS, 1980) ; elles possédent des
motifs antigéniques communs (PEPPARD et ORLANS, 1980 ; BAZIN,
communication personnelle) ; elles sont produites de facon préférentielle en
réponse aux antigeénes thymo-dépendants (SLACK et al., 1980 ; DER BALIAN
et al., 1980). IgG2c et IgG3 sont toutes deux des euglobulines (GREY et
al., 1971 ; BAZIN et al., 1974) ; elles présentent des communautés anti-
géniques (NAHM et al., 1980) et sont produites en réponse aux antigénes
thymo-indépendants de type 2 (PERLMUTTER et al., 1978 ; SLACK et al.,
1980 ; DER BALIAN et al., 1980).
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Une autre sous-classe, 1'IgG2b présente également une affinité faible
pour la protéine A. En effet, elle est retardée d'une colonne de protéine
A-Sépharose &4 pH 8 ou & pH 9. D'autres auteurs ont également rappofté
l'existence  d'une affinité de 1'IgG2b pour la protéine A (MEDGYESI et al.,
1980 ; NILSSON et al., 1982). Cependant, les résultats obtenus par ces
auteurs indiquent qu'une partie de 1'IgG2b est éluée soit 8 pH 7 et 6 -
(NILSSON et al., 1982), soit &8 pH 6 (MEDGYESI et al., 1980), d'une colonne
de protéine A-Sépharose. Nous n'avons pu mettre en évidence une telle
affinité. Ni une IgG2b monoclonale (IR 863), ni une fraction du sérum con-
tenant de 1'IgG2a et de l'IgG2b, ne sont capables de se fixer sur une
colonne de protéine A-Sépharose a4 pH 8. De méme, le fractionnnement des
IgG du sérum sur protéine A-Sépharose ne montre l'existence de 1'lgG2b que
dans la fraction éluée 4 pH 8. Comment expliquer cette discordance entre nos
résultats et ceux d'autres auteurs ? Une premiére explication pouvait étre
que les IgG2b étudiées par MEDGYESI et al. (1980) et NILSSON et al. (1982)
différent par leur allotype des IgG2b analysées dans notre travail. En effet,
SEPPALA et al. (1981) ont montré pour les IgG2a de Souris l'existence de
différences d'affinité au sein de cette sous-classe, liées & la nature de
l'allotype. Cependant les résultats de NILSSON et al. ont été également
obtenus avec des IgG de Rat LOU/Wsl (NILSSON, communication person-
nelle), lignée du Rat que nous avons également étudiée. Les différences de
résultats pourraient aussi s'expliquer par le protocole utilisé par NILSSON et
al. (1982). En effet, ces auteurs ont utilisé une méthodologie assez complexe
comportant une premiére chromatographie du sérum sur protéine A-
Sépharose. Le matériel non retenu a pH 7,3 est chromatographié sur DEAE-
Cellulose. La fraction éluée par le tampon phosphate 0,015 M de pH 8
(contenant IgG2a et IgG2b) est & nouveau fractionnée sur protéine A-
Sépharose ; une partie de 1'IgG2b est éluée & pH 7 et 6. Il est possible que
ce protocole sélectionne une sous-population d'IgG2b ayant une affinité plus
grande pour la protéine A. Enfin, il n'est pas exclu de penser que l'identi-
fication de 1'IgG2b étant réalisée par ces auteurs & l'aide d'antisérums spé-
cifiques de sous-classe, une réactivité faible de l'antisérum anti- Y 2b pour la
sous-classe IgGl pourrait entrainer une erreur dans l'interprétation des
résultats. Il faut signaler que, dans nos expériences, la nature de la sous-
classe présente dans différentes fractions a été confirmée par 1'analyse de
ses caractéristiques immunochimiques, c'est-a-dire, par exemple, pour
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I'IgG2b : le poids moléculaire de la chaine lourde (55 000 daltons), la sensi-
bilité & la protéolyse trypsique et & la protéolyse par la protéase V8 de
S.aureus, propriétés qui la distinguent sans ambiguité des autres sous-
classes d'IgG (voir le chapitre I de cette deuxiéme partie).

Notre étude a également montré que la sous-classe IgG2c présente une
plus grande affinité pour la protéine A que 1'IgGl. Ceci rend possible la
séparation de ces deux sous-classes a partir du sérum de Rat. Cependant,
au sein de chacune de ces sous-classes, une hétérogénéité d'affinité a été
démontrée. Dans le cas de I'IgG2c, des différences d'affinité selon 1l'immuno-
globuline monoclonale ont été observées ; l'affinité pour la protéine A semble
~ progresser dans l'ordre du caractére basique de 1'IgG2c monoclonale ; en
effet, 1'lgG2c la plus basique, I'IR 304 se lie la plus fortement & la protéine
A. Nous n'avons pas établi actuellement si les différences observées pour les
IgG2c monoclonales sont dues & des différences d'affinité de la partie Fc ou a
une certaine réactivité de la partie Fab.

Des variations dans les résultats ont également été notées selon la
quantité de matériel déposée sur la colonne. Cette quantité influence notam-
ment la présence d'un deuxiéme pic & pH 8. Des résultats similaires ont été
rapportés pour les IgG de Souris (CHALON et al., 1979) et les IgG de
Chéevre (DELACROIX et VAERMAN, 1979).

Enfin, le point le plus important et le plus critique réside dans la
possibilité de variations des résultats pour une méme IgG monoclonale (IgGl
ou IgG2c). L'existence d'une proportion variable d'IgG ne se liant pas & la
protéine A dans une préparation d'IgGl ou d'IgG2c tient probablement a
l'existence ou non d'une dénaturation de la molécule. En effet, nous avons
pu montrer que les traitements dénaturants comme le chauffage a 56° C ou
l'acidification modifient significativement l'affinité pour la protéine A des IgGl
et IgG2c monoclonales, Ceci suggére que la fraction ne se liant pas a la
protéine A dans une préparation d'IgGl ou d'IgG2c correspond & des molé-
cules dénaturées. S'agit-il de formes polymérisées de I'IgG dans lesquelles
les sites de liaison sont masqués ? Ou de molécules dans lesquelles la confor-
mation des domaines CY 2 et CY 3, et plus particuliérement les contacts entre
CY2 et CY 3, sont altérés ? Nous espérons pouvoir le définir dans un
proche avenir.
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En conclusion, l'interaction entre IgG du Rat et protéine A n'est pas
entiérement dépendante de la sous-classe. Cependant nos études ont montré
qu'il est possible de 1'utiliser en association avec la chromatographie
d'échange ionique sur DEAE-Cellulose pour purifier toutes les sous-classes
d'IgG du sérum de Rat.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Le but principal de notre travail était de définir les caractéristiques
immunochimiques des sous-classes d'IgG du Rat et de mettre au point des
techniques d'isolement simples de ces sous-classes ainsi que de certains de
leurs fragments issus de la protéolyse enzymatique.

Nous avons pu mettre en évidence des différences immunochimiques
entre sous-classes d'IgG qui rendent possible leur identification : plus
particuliéerement le poids moléculaire de leurs chaines lourdes vy, et leur
comportement vis-a-vis de l'action de divers enzymes protéolytiques. La
sensibilité (ou la résistance) & la protéolyse enzymatique peut varier selon la
sous-classe et selon l'enzyme utilisé ; les fragments obtenus peuvent égale-
ment é&tre différents. Ces propriétés permettent un typage chimique des
sous-classes d'IgG du Rat, qui peut étre trés utile pour compléter l'identi-
fication réalisée & l'aide d'antisérums monospécifiques. Notre étude a éga-
lement défini quelles sont les conditions optimales pour la préparation de
différents fragments issus de la protéolyse enzymatique : Fab, F(ab')z,
F(ab'), Fe, pFc¢' principalement. Ces conditions, qui peuvent varier signifi-
cativement selon la sous-classe, sont trés importantes & connaitre si l'on veut
préparer avec le meilleur rendement ces fragments, principalement Fab et

F(ab'),, & partir d'anticorps monoclonaux de Rat.

92°

A l'occasion de cette étude, nous avons pu observer l'existence d'une
fragmentation tout & fait inhabituelle des immunoglobulines IgGl et igGZa par
la trypsine. Les fragments obtenus, identifiés, 1'un au domaine variable VH’
l'autre a 1'IgG dépourvue de ses domaines VH’ ‘n'ont pas été décrits dans les
études réalisées sur les IgG d'autres espéces animales (sauf exceptionnel-
lement sur quelques IgG monoclonales humaines). Ce clivage trypsique per-
met donc la préparation aisée d'un fragment correspondanf au domaine varia-
ble VH a4 partir d'immunoglobulines monoclonales IgGl ou IgG2a. L'une des
perspectives de ce travail pourrait étre 1'étude structurale de domaines
variables VH provenant d'anticorps monoclonaux de spécificité connue (par
exemple anti-DNP), afin de définir dans le modéle expérimental du rat les

,,,,,

des déterminants idiotypiques.
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Nous avons décrit des différences selon la sous-classe dans la
sensibilité aux agents dénaturants : chaleur et pH acide. Deux sous-classes,
IgGl et IgG2c, subissent des changements conformationnels qui ne sont pas
détectés dans les deux autres sous-classes d'IgG. La dénaturation thermique
semble étre liée a la formation de polyméres de 1'IgG. Les modifications
observées sont localisées dans la partie Fec de la molécule. La dénaturation
des sous-classes IgGl et IgG2c affecte l'expression d'une activité biologique,
I'affinité pour la protéine A de S. aureus.

L'étude de l'interaction entre sous-classes d'IgG du Rat et protéine A
de S. aureus a montré l'existence de différences d'affinité liées & la sous-
classe : 1'IgG2c a la plus forte affinité ; 1'IgGl une affinité plus faible. Une
trés faible réactivité de la sous-classe IgG2b a également été mise en évi-
dence. Ces différences permettent l'isolement des sous-classes IgGl et IgG2c
(monoclonales ou du sérum de Rat) par simple chromatographie sur protéine
A-Sépharose. Pour les deux autres sous-classes : IgG2a et IgG2b, la chroma-
tographie d'échange ionique sur DEAE-cellulose représente une alternative
(IgG2a) ou une étape supplémentaire (IgG2b). Notre étude a également
montré l'existence d'une hétérogénéité d'affinité au sein des sous-classes
IgGl et IgG2c. Cette hétérogénéité correspond soit & des différences d'af-
finité entre IgG monoclonales d'une méme sous-classe, soit méme & l'existence
de plusieurs fractions d'affinités différentes au sein d'une préparation d'lgG
monoclonale. Cette derniére éventualité pourrait expliquer les variations dans
les résultats obtenus par chromatographie sur protéine A-Sépharose. L'exis-
tence d'une dénaturation partielle de la molécule d'IgG semble l'explication la
plus vraisemblable pour rendre compte de cette hétérogénéité d'affinité
observée au sein d'une préparation d'IgG monoclonale.

Un certain nombre de point de notre travail pourrait étre complété et
représente donc les perspectives possibles "a court terme". Tout d'abord, le
mécanisme de la résistance a la protéolyse enzymatique n'a pas été clairement
élucidé. Dans le cas des enzymes n'agissant que sur un nombre trés limité
de résidus d'acides aminés (trypsine, protéase V8 de S. aureus), l'absence
de clivage dans la région charniére de 1'IgG peut s'expliquer par l'absence
d'un résidu d'acide aminé susceptible d'étre clivé par l'enzyme. Dans le cas



de la papaine, l'accessibilité de la région charniére & la protéolyse semble
dtre le facteur limitant l'action de l'enzyme. Nous avons évoqué la possibilité
que la longueur de la région charniére détermine la plus ou moins grande
sensibilité & la protéolyse par la papaine. Il serait donc nécessaire, pour
comprendre le mécanisme d'action des différents enzymes protéolytiques, de
déterminer la structure primaire de la région charniére des différentes
sous-classes d'IgG.

Un autre point qui pourrait étre développé, serait d'étudier si la résis- -
tance a la protéolyse enzymatique liée & l'accessibilité de la région charniére,

telle qu'elle a été décrite pour 1'action de la papaine, se retrouve pour

d'autres enzymes, en particulier les protéases bactériennes. En effet, le
clivage de 1'IgG dans la région charniére représente une inactivation de la
molécule, et dans ce sens, la résistance d'une sous-classe d'IgG & la protéo-
lyse enzymatique permettrait de conserver des molécules "actives", par
exemple lors d'une infection bactérienne. C'est ce qu'ont suggéré TORANO et
PUTNAM (1978)'pour les sous-classes d'IgA humaines, IgAl et IGA2 : leur
existence pourrait étre liée au fait que l'une, IgAl, est reésistante aux
protéases du tube digestif, alors que l'autre, IgA2, est résistante aux
protéases bactériennes.

Nous avons décrit dans notre travail l'isolement d'un certain nombre de
fragments issus de la protéolyse enzymatique par des techniques "convention-
nelles" : chromatographie d'échange ionique sur DEAE-cellulose, de filtration
sur gel, éventuellement complétées par la chromatographie sur protéine
A-Sépharose. Il est certain que dans beaucoup de cas, ces techniques pour-
raient étre avantageusement remplacées par la méthode préconisée par BAZIN
et al. (1984a?c pour lisolement des IgG de Rat, qui consiste a utiliser des
immunoadsorbants fabriqués & partir d'anticorps monoclonaux de Souris
anti-chaines légéres Kappa de Rat. Ces immunoadsorbants ont l'avantage
d'une trés grande capacité et permettent l'isolement & une seule étape de
I'IgG monoclonale avec un rendement trés élevé. I1 pourrait étre utilisé pour
la purification des fragments Fab, F(ab')2 et F(ab'), et il est trés vraisem-
blable que le rendement serait nettement meilleur que celui des techniques

"eonventionnelles”.
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Nous avons pu montrer que certaines sous-classes sont plus particulie-
rement sensibles & la dénaturation thermique et qu'elles forment des poly-
méres lors du chauffage & 56° C. Ceci entraine une diminution de réactivité
avec la protéine A de S. aureus. Il serait intéressant de rechercher si
d'autres activités biologiques comme la liaison aux macrophages sont altérées
par la formation de polyméres liée au chauffage. Un autre point nous parait
également susceptible d'étre absorbé & la lumiére de ces résultats. Il s'agit
de la relation entre l'aptitude & former des polyméres et la vitesse de cata-
bolisme. Il existe en effet chez 1'Homme et dans diverses.espéces animales
des différences de vitesse de catabolisme entre sous-classes d'IgG. C'est
ainsi que 1'IgG3 humaine est catabolisée beaucoup plus rapidement que les
autres sous-classes d'IgG. De méme, l'IgGl du Rat présente une vitesse de
catabolisme deux & trois fois plus grande que l'IgG2a (PEPPARD et ORLANS,
1980). Les mécanismes moléculaires qui pourraient expliquer ces différences
ne sont pas clairement établis. Le rodle joué par des différences structurales
localisées dans la partie Fc n'est pas évident, puisque, par exemple chez
I'Homme, les Fc des quatre sous-classes d'IgG sont catabolisés a la méme
vitesse. On pourrait suggérer 1'hypothése selon laquelle 1'aptitude plus ou
moins grande & former des agrégats en solution pourrait expliquer des
différences dans la vitesse de catabolisme, les molécules agrégées étant plus
rapi&ement catabolisées que l'immunoglobuline monomére. II faut en ce sens
noter que la tendance & former facilement des agrégats en solution est une
propriété bien connue de 1'IgG3 humaine.

Nous avons pu montrer qu'il existe des différences d'affinité pour la
protéine A de S. aureus, liées & la sous-classe d'IgG, ainsi que l'existence
d'une hétérogénéité d'affinité au sein de certaines sous-classes. Cette étude
pourrait étre complétée par l'analyse des éléments de structure qui
expliquent les différences d'affinité. Dans le cas des IgG humaines, il a été
montré que plusieurs résidus d'acides aminés des domaines C’r 2 et Cy 3 sont
impliqués dans la liaison & la protéine A, mais qu'un résidu d'histidine du
domaine C v 3 est essentiel pour que l'affinité soit maintenue. Il serait donc
intéressént de rechercher si l'existence d'un résidu d'histidine homologue de
celui des IgG humaines, peut expliquer l'affinité des sous-classes IgGl et
IgG2c de Rat et l'absence d'affinité (ou la faible réactivité) des sous-classes
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IgG2a et IgG2b. Enfin, l'origine des différences d'affinité pour la protéine
A, observées pour des IgG monoclonales de sous-classe IgG2c, serait a
rechercher, en analysant si ces différences correspondent & des différences
d'affinité du Fc ou & l'existence d'une réactivité de la partie Fab de la
molécule.

Quelles sont les perspectives possibles de ce travail & plus long terme ?
Deux points nous paraissent les plus intéressants :

- Il existe depuis quelques années un regain considérable d'intérét pour les
sous-classes d'IgG lié & la découverte que leur synthése est différemment
sollicitée suivant la nature de l;antigéne et la nécessité ou non d'une coopé-
ration avec les lymphocytes T (PERLMUTTER et al., 1978 ; SLACK et al.,
1980 ; DER BALIAN et al., 1980). Les différences de synthése des sous-
classes sont liées & l'existence de sous-populations de lymphocytes B, corres-
pondant vraisemblablement & des niveaux de maturation différents (voir les
revues récentes de KLINMAN, WYLE et TEALF, 1981 ; COUTINHO et al.,
1982 ; DE FRANCO, KUNG et PAUL, 1982 ; HUBER, 1982 ; Mc KEARN et
al., 1982 ; MOND, 1982 ; ROSENBERG, 1982 ; SCHER, 1982 ; SINGER et
al., 1982 ; KUNG et PAUL, 1983). Il a également été suggéré que le réper-
toire de genes variables VH pourrait étre différent selon la sous-population
de lymphocytes B, ce qui expliquerait pour certaines d'entre elles leur
réponse limitée A& certaines catégories d'antigénes (DER BALIAN et al.,
1980). L'isolement des sous-classes d'IgG & partir du sérum de Rat, tel que
nous l'avons défini dans notre travail, permettrait d'analyser les séquences
des parties variables V de ces sous-classes chez un individu "normal" et de
définir si par exemple un sous-groupe de variabilité est utilisé préférentiel-
lemex;f par une sous-classe d'IgG. Les niveaux de maturation différents des
sous-populations de lymphocytes B se manifestent ‘par la présence de motifs
antigéniques distincts au niveau de la membrane. Est-ce que cela ne pourrait
pas également se refléter au niveau de la structure de 1'IgG, plus particulie-
rement dans la structure de sa copule glucidique ? La possibilité d'isolement
des sous-classes d'IgG du sérum de Rat (ou du sérum de Souris) permet
d'envisager une étude de leur composition (et éventuellement de leur struc-
ture) glucidique, et de déterminer s'il existe des différences lides & la
nature de la sous-classe.
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- L'aspect le plus intéressant & développer serait d'étudier une activité
biologique exprimée par la sous-classe IgG2a, qui est son affinité pour les
mastocytes. En effet, les relations entre structure et activité anaphylactique
des anticorps IgG de différentes espéces animales ont été tres peu abordées.
La préparation par BAZIN et al. (1984 b) d'anticorps monoclonaux de sous-
classe IgG2a a activité anti-DNP et l'existence d'une interaction de 1l'IgG2a
avec le méme récepteur que celui pour I'IgE rend particuliérement intéres-
sante une étude des éléments de structure de 1'IgG2a qui interagissent avec
le récepteur mastocytaire. Plusieurs points pourraient étre abordés de
facon précise griace aux anticorps monoclonaux : le réle des ponts disulfure
inter-chaines dans le maintien de l'activité biologique ; la participation
respective deé domaines C Y2 et C Y3 & la liaison au récepteur mastocytaire ;
les résidus d'acides aminés ou les séquences peptidiques impliquées dans
l'interaction avec le récepteur. Cette étude pourrait compléter un travail
actuellement réalisé dans notre laboratoire, qui essaie d'identifier les sé-
quences peptidiques de I'IgE de Rat impliquées dans la liaison au récepteur
mastocytaire.
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A — TRANSPLANTATION DES IMMUNOCYTOMES. RECUEIL DES SERUMS ET ASCITES :
CONSERVATION DES CELLULES TUMORALES

Les immunocytomes sécrétant des immunoglobulines monoclonales apparais-
sent de facon spontanée dans la souche de Rat LOU/C/Wsl et chez certains
hybrides (BAZIN et al., 1972, 1973). Ces immunocytomes sont transplantables
chez des rats LOU/M/Wsl, histocompatibles avec les rats LOU/C/Wsl ou chez des
hybrides de premiére génération (LOU/Wistar par exemple). La tumeur peut &tre
transplantée par voie sous-cutanée ou intra-péritonéale. Cette derniére est
la plus intéressante, car elle permet le recueil d'une ascite (environ 20 3
30 ml‘par Rat en moyenne), le plus souvent riche en immunoglobuline monoclo-
nale. La voie sous-cutanée sert & maintenir une lignée tumorale ou &ventuel-
lement peut fournir les cellules nécessaires pour un passage ultérieur sous

forme ascitique.

1. TRANSPLANTATION PAR VOIE INTRAPERITONEALE

Les Rats porteurs de tumeur ascitique sont anesthésiés & 1'éther,
décapités pour recueillir le sang et l'ascite est collectée aprés incision
abdominale. 0,5 ml de l'ascite obtenue sont dilués 3 5 ml par du milieu de
culture MEM 199 puis les ‘cellules tumorales sont numérées dans une cellule de
Thoma. Aprés numération, l'ascite est éventuellement diluée pour obtenir 15 &
20 millions de cellules par ml. 0,5 ml d'ascite sont injecté&s par voie

intra-péritonéale. La tumeur se développe en environ 15 jours a 3 semaines.

2. TRANSPLANTATION PAR VOIE SOUS~-CUTANEE

Les Rats porteurs de tumeur sous—cutanée sont anesthésiés a 1'éther,
décapités pour recueillir le sang puis la tumeur sous-cutanée située au
niveau du pli inguinal est excisée ; un fragment de tumeur est découpé,
finement repris par 5 ml de milieu MEM 199, et les débris tissulaires éli-

minés par passage sur un filtre de nylon. La suspension de cellules tumorales
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ainsi obtenue est réinjectée par voie sous-cutanée (0,5 ml par Rat) au niveau

du creux inguinal. La tumeur se développe en 3 semaines 4 1 mois environ.

3. RECUEIL DES SERUMS ET ASCITES

Le sang obtenu aprés décapitation est centrifugé (3000 t/minutes pendant
10 minutes). Le sérum est conservé 3 -20° C. L'ascite est centrifugée immédia-
tement aprés le recueil (3000 t/minutes pendant 10 minutes) puis conservée a
-20° C.

4. CONSERVATION DES CELLULES TUMORALES

Les cellules tumorales peuvent &tre conservées indéfiniment dans 1l'azote
liquide. Leur congélation doit @&tre réalisée de facon trés progressive, de
préférence 3 1'aide d'un congélateur dont la température peut &tre abaissée
par paliers de 1° C toutes les minutes jusque -40° C avant le transfert dans
1l'azote liquide (BAZIN et al., 1972). Si cela n'est pas possible, on peut
également utiliser les étapes successives suivantes : refroidissement 3 4° C
pendant 30 minutes ; congélation & -20° C pendant 2 heures ; congélation 3
-40° C pendant quelques minutes, transfert dans 1'azote liquide. La décongé-
lation se fait par transfert du tube contenant les cellules congelées 3
température ambiante pendant 10 minutes puis dans un bain-marie 3@ 37° C. Le

développement d'une tumeur - palpable 3 partir de cellules conservées dans

1'azote liquide peut &étre long (jusqu'd 2 mois aprés l'injection).

B - PREPARATION DES IMMUNOGLOBULINES IgG MONOCLONALES

Toutes les étapes de la préparation sont effectuées 3 +4° C pour mini-

miser les risques de dénaturation et de protéolyse des IgG.
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1. PRECIPITATION PAR LE SULFATE D'AMMONIUM

1.1. REACTIFS

- Sulfate d'ammonium saturé, pH 7
. sulfate d'ammonium 767 g
. eau distillée 1 litre
Chauffer pour dissoudre le sulfate d'ammonium puis laisser cristailiser a
+4° C. Ajuster 3@ pH 7 par addition d'ammoniaque.
- NaCl 9 %
- NaCl 20 %

1.2. PROTOCOLE

La précipitation des immunoglobulines est réalisée par le sulfate
d'ammonium & 40 % de saturation. Trois précipitations successives sont
réalisées :

- premiére précipitation : 3 un volume de sérum ou d'ascite est ajouté un

volume de NaCl 9 %Z , puis 1,33 volume de sulfate d'ammonium saturé, pH 7. La
solution est laissée une nuit a8 +4° C puis centrifugée 45 minutes & 3000
t/minutes (3 +4° C). Le précipité est redissous dans du NaCl 9 % (ou 20 %
dans le cas des IgG2c monoclonales) de telle fagon d'obtenir un volume
identique au volume initial du sérum.

- deuxiéme et troisiéme précipitations : on ajoute 1,33 volume de (NH4)2 SO4
saturé, pH 7, on laisse 1 heure 3 +4° C et on centrifuge 3 3000 t/minutes.

Aprés la troisiéme précipitation, le précipité est lavé deux fois par du
sulfate d'ammonium 3 40 % de saturation, pH 7, puis redissous dans du NaCl
9 %Z (ou 20 % dans le cas des IgG2c).

2. CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE OU DEAE-TRISACRYL M

La chromatographie sur DEAE~cellulose DE 32 utilisée initialement dans
nos expériences est actuellement avantageusement remplacée par la chromato-
graphie sur DEAE-Trisacryl M (IBF) é&changeur de plus grande capacité et
d'utilisation plus commode (pas de nécessité de régénération "intensive" de

1'échangeur aprés chaque chromatographie).
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2.1. CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE DE 32
2.1.1. MATERIEL

~ DEAE-cellulose DE 32 (Whatman)
- Trisacryl GFO5 (IBF)
- Tampons :

. Tris-HC1l 0,5 M, PH 8 (solution stock conservée & 4° C pendant 15 jours

maximum)
Tris 60,5 g
HZO environ 700 ml

Ajouter & pH 8 avec HC1 N
Diluer 1 litre
Ajouter 1 ml d'acide de sodium 20 %
. Tris-HC1 0,05 M, 0,05 M ; NaCl1 0,05 M ; 0,1 M; 0,1 M, NaCl 0,1 M ;
0,1 M, NaC1 0,2 M ; 0,1 M NaCl 0,5 M, pH 8.
Tampons préparés par dilution de la solution stock et addition si
nécessaire d'une solution de NaCl M pour obtenir les concentrations
finales 0,1 M ; 0,2 M ou 0,5 M. Ces tampons sont réajustés a pH 8
par addition d'HC1 N. ’
Addition d'azide de sodium 20 % (1 ml par litre de tampon)
- Colonne chromatographique : 3 x 50 cm ou 4 x 50 cm

- Adaptateﬁr supérieur pour la colonne chromatographique.
2.1.2. PROTOCOLE

-~ Préparation de la colonne de DEAE~cellulose
La DEAE-cellulose est préparée (précyclage ou régénération ; &limination
des fines) selon les indications du fabricant. L'équilibration est
réalisée par le tampon Tris-HCl 0,5 M, pH 8 sur verre fritté avec
contrdle du pH de 1'effluent. La suspension de DEAE-cellulose est
ensuite soigneusement dégazée, puis transférée en une seule fois dans la
colonne pourvue d'un adaptateur supérieur, et tassée 3 un débit de 50
ml/cm?/heure & 1'aide d'une pompe connectée 3 la partie supérieure de
1l'ensemble colonne + adaptateur. Aprés tassage de la DEAE-cellulose,

1'adaptateur supérieur est enlevé, la colonne de DEAE-cellulose ajustée
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d une hauteur d'environ 30 cm, et un tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8 est

passé 3 travers la colonne (débit 50 ml/cm?/heure). Aprés passage de 6

fois le volume de la colonne, 1l'échangeur est considéré comme &quilibré.

- Equilibration de 1'échantillon 3@ déposer
La solution obtenue par précipitation par le sulfate d'ammonium est
équilibrée contre le tampon Tris-HC1l 0,05 M, pH 8 par passage sur une
colonne de Trisacryl GFO5 (IBF) é&quilibrée dans le méme tampon. Le
volume déposé est de l1l'ordre du quart du volume de la colonne. Aprés
lecture de la densité& optique d& 280 nm de 1l'effluent, le pic de protéihe
est concentré & environ 30 ml1 (pour une chromatographie sur une colonne
de DEAE-cellulose de 3 x 30 cm), par ultrafiltration sur membrane Amicon

PM30.

- Chromatographie sur DEAE-cellulose

Le débit de la colonne de DEAE-cellulose est de 30 3 40 ml/heure pour
une colonne de 3 x 30 cm ; 60 -~ 70 ml/heure pour une colonne de 4 x 30
cm. La quantité déposée est d'environ 200 3 250 mg de protéine pour une
colonne de 3 x 30 cm, de 500 mg pour une colonne de 4 x 30 cm. Aprés
dépot de 1'échantillon, le protocole d'élution varie selon les IgG
monoclonales : _

. 1gG2a monoclonales de mobilité lente (type IR 33, IR 530)

élution par le tampon Tris-HC1 0,05 M, NaCl 0,05 M, pH 8.

. IgG2a monoclonales de mobilité& rapide (type IR 418) et IgG2b
monoclonales : &lution par le tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8
pendant environ 6 heures, puis par le tampon Tris-HC1l 0,05 M,
NaCl 0,05 M, pH 8.

. IgGl monoclonales : élution par un gradient de molarité au NaCl

produit par un varigrad & 9 chambres (150 ml/chambre)

Chambres 1 et 2 : Tris-HC1 0,05 M, pH 8

Chambre 3 : Tris~HC1 0,1 M, pH 8

Chambre 4 & 7 : Tris-HC1 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 8
Chambres 8 et 9 : Tris HC1 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8

. Aprés chaque chromatographie, 1'&changeur est vidé de la colonne

et régénéré selon les indications données par le fabricant.
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2,2. CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-TRISACRYL M

2.2.1. MATERIEL

DEAE~Trisacryl M (IBF)

Trisacryl GF05 ‘

Tampons : identiques 3 ceux utilisés pour la chromatogtaphie sur
DEAE-cellulose, plus le tampon Tris-HC1 0,05 M, NaCl M, pH 8.

Colonne chromatographique.

2.2,2, PROTOCOLE

La suspension de DEAE-Trisacryl M est préparée selon les conditions
indiquées par le fabricant. La colonne chromatographique est remplie 2 la
pression atmosphérique. L'équilibration de 1'é&changeur est obtenue par
passage sur la colonne d'l,5 volume de tampon Tris-HC1 0,5 M, pH 8 puis de 3
volumes de tampon Tris-HC1l 0,05 M, pH 8, 3 un débit de 60 ml/heure pour une
colonne de 3 x 30 cm. L'8quilibration de 1'échantillon et le protocole
d'élution est le méme que pour la chromatographie sur DEAE-cellulose. La
quantité d'échantillon déposée est d'environ 1 & 1,5 gr de protéine pour une

colonne de 3 x 30 cm, d'environ 2 3 3 gr pour une colonne de 4 x 30 cm.

Aprés chromatographie, la colonne est régénérée par passage de 1 & 1,5
volume de Tris-HC1l 0,05 M, NaCl M, pH 8. Environ toutes les 15 chromato-
graphies, la coionne est vidée et régénérée bar passages Successifs dans : -
- NaOH 0,2 M : 2 volumes/volume d'échangeur (30 minutes) ; rincage 3 l'eau
distillée jusque pH 7.

- HC1 0,5 N : 0,5 volume (30 minutes) ; ringage 3 l'eau distillée jusque pH
7.

- Acétate de Na 0,2 M, NaCl M, pH 4 : 1 volume (30 minutes) ; rincage 3 1l'eau
distillée jusque pH 7.

~ Urée 8 M desionisée : 1 volume ; rincage 3 1l'eau distillée.

L'échangeur est ensuite équilibré comme un &changeur "neuf".
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3. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE OU CM TRISACRYL-M

Cette chromatographie est utilis@e pour la préparation des IgG2c¢ mono-
clonales. La CM-cellulose (CM 32) est avantageusement remplac&e actuellement
par 1l'échangeur CM-Trisacryl-M qui permet la chromatographie de quantités

plus importantes de protéine et dont l'qtilisation est plus commode.

3.1. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE

3.1.1. MATERIEL

- CM-cellulose CM 32
- Trisacryl GF 05
- Tampons :
. Acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2
Acide acétique 12 ml
H20 distillée environ 700 ml
Ajuster a4 pH 4,2 par addition de NaOH M
Diluer a8 1 litre

. Acétate de sodium 0,2 M, NaCl 0,1 M ou NaCl 0,2 M, pH 4,2

Acide acétique 12 ml
NaCl (molarité finale 0,1 M) 5,8 gr
NaCl (molarité finale 0,2 M) 11,6 gr
HZO distillée environ 700 ml

Ajuster avec NaOﬁ M & pH 4,2
Diluer & 1 1litre

. Acétate de sodium 0,5 M, pH 4,2
Acide acétique 30 ml
HZO distillée environ 500 ml
Ajuster 3 pH 4,2 avec NaOH M
Diluer & 1 litre

- Colonne chromatographique de 3 x 50 cm ou 4 x 50 cm avec un adaptateur

supérieur.
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3.1.2. PROTOCOLE

- Pré@paration de la colonne chromatographique

L'échangeur est précyclé (ou régénéré), les "fines" sont &liminées comme
indiqué par le fabricant., L'équilibration (sur verre fritté) se fait par
passage d'un tampon acétate de sodium 0,5 M, pH 4,2 et contrdle du pH de
1'effluent. L'&changeur est dégazé, et transféré en une seule fois dans
la colonne chromatographique pourvue de son adaptateur. La CM-cellulose
est tassée 3 un débit de 50 ml/cm®/heure. Une fois tassée, 1'adaptateur
supérieur‘est enlevé, et la colonne est équilibrée (le méme débit) par

passage de 6 volumes de tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2,

- Equilibration de 1'échantillon
Le précipité par le sulfate d'ammonium est d'abord dialys& contre un
tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,35 M, pH 8 (5 litres) puis
chromatographié sur une colonne de Trisacryl GF 05 &quilibrée en acétate
de sodium 0,2 M, pH 4,2 (ou dialysé contre ce tampon). L'@tape de
dialyse contre le tampon de pH 8 est nécessaire, car 1'équilibration
directe contre le tampon acétate de sodium, pH 4,2, aboutit & la

formation d'une quantité trés importante de mat&riel insoluble.

—-Chromatographie sur CM-cellulose

La colonne est soumise 3 un débit d'élution de 30 ml/heure pour une
colonne de 3 x 30 cm, de 50 ml/heure pour une colonne de 4 x 30 cm.
Aprés dépdt de 1'échantillon (environ 200-250 mg de protéine pour une
colonne de 3 x 30 cm), 1'élution est réalisée successivement par :

. Acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2 pendant environ 16 h

. Acétate de sodium 0,2 M, NaCl 0,1 M, pH 4,2 (environ 8 h)

. Acétate de sodium 0,2 M, NaCl 0,2 M, pH 4,2 (environ 16 h)
Les IgG2c monoclonales sont &luées soit par le deuxiéme, soit par le

troisiéme tampon.

Aprés chaque chromatographie, la colonne est vidée et 1'é&changeur

régénéré selon les instructions du fabricant.
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3.2. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-TRISACRYL-M

3.2.1. MATERIEL

- CM-Trisacryl M (IBF)
- Trisacryl GF05 (IBF)
- Tampons : identiques 3 ceux utilisés pour la chromatographie sur

CM-cellulose avec en plus le tampon acétate de sodium 0,2 M, NaCl M, pH
4’2.

3.2.2. PROTOCOLE

L'échangeur est préparé selon les instructions du fabricant. La colonne
est équilibrée par passage d'un tampon acétate de sodium 0,5 M, pH 4,2 (1,5

volume) puis d'un tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2 (3 volumes).

L'équilibration de 1'échantillon est identique 3 celle indiquée ci-
dessus. La quantité déposée est de 1 & 1,5 gr de protéine pour une colonne de
3 x 30 cm, et de 2 & 3 gr pour une colonne de 4 x 30 cm. Les conditions

d'élution sont identiques 3 celle utilisée pour la CM-cellulose.

Aprés chaque chromatographie, 1'échangeur est ré&généré par passage
d'acétate de sodium 0,2 M, NaCl M, pH 4,2 (1,5 volume). Toutes les 15 chroma-
tographies environ, une régénération plus "intensive" est appliquée. L'é&chan-
geur est vidé de la éolonne, et les traitements successifs identiques 3 ceux

utilisés par la régénération de 1'échangeur DEAE-Trisacryl M sont appliqués.

4. CHROMATOGRAPHIE SUR ULTROGEL AcA 34
4.1. MATERIEL

- Ultrogel AcA 34 (IBF)

- Tampon phosphate 0,01 M ; NaCl 0,15 M, pH‘7 (PBS, pH 7,4)
. phosphate de sodium (Na2 HP04, 2H20) 1,78 gr
. NaCl 8,70 gr
. H20 environ 700 ml
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. Ajuster 3@ pH 7,4 avec H3P04 M
. Diluer 3 1 litre, ajouter 1 ml d'azide de sodium 3 20 %
- Colonne chromatographique de 2,5 x 90 cm ou 2,5 x 190 cm pourvue d'un

adaptateur supérieur et inférieur (Pharmacia AC-25).
4.2, PROTOCOLE

Le gel d'UltrogeercA 34 est préparé, dégazé et la colonne chromatogra-~
phique tassée selon les conditions indiquées par 1le fabricant. Une fois
tassée, la colonne est mise en &coulement ascendant et le débit réglé 3 15 -~
20 ml/heure. L'échantillon est &quilibré par dialyse contre le tampon phos~
phate 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4 ou par passage sur une colonne de Trisacryl
GF 05 placée entre le réservoir de tampon et la pompe. Environ 70 - 80 mg
dans 5 3 10 ml de tampon sont déposés sur une colonne de 2,5 x 90 cm (et le

double pour une colonne de 2,5 x 190 cm).

5. CHROMATOGRAPHIE SUR PROTEINE A-SEPHARQOSE

Cette chromatographie permet la purification finale des IgGl et IgG2c
monoclonales. Les IgGl monoclonales sont &luées 8 pH 6 (une proportion
variable peut @&tre é&galement &luée & pH 8). Les IgG2c monoclonales sont

éluées 3 pH 3 et/ou 3 pH 6.
5.1, MATERIEL
- Protéine A-Sépharose (Pharmacia) : flacon de 1,5 gr

- Tampons :
. Phosphate de Na 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 8 (PBS, pH 8)

Phosphate de sodium (Na2 HPO4 2H20) : 1,78 gr
NaCl 8,70 gr
HZO environ 500 ml
Azide de sodium 20 % : 1 ml
Ajuster 3 pH 8 avec H3 PO4 M
Diluer & 1 litre

. Citrate de Na 0,1 M, pH 6 et 3
Acide citrique : 21 gr
H,.O environ 500 ml

2
Azide de sodium 20 7 1 ml
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Ajuster @ pH 3 ou 6 par addition de NaOH M
Diluer & 1 litre.

5.2, PROTOCOLE

La poudre de protéine A-~Sépharose est réhydratée dans le tampon PBS, pH
8, dégazée et transférée dans une colonne de 1 x 15 cm. Le volume de 1'adsor-
bant ainsi obtenu est d'environ 6 ml. Le dé&bit appliqué & la colonne est de
15 ml/heure. L'échantillon protéique est dialysé contre le tampon PBS, pH 8
ou &quilibré par passage sur une colonne de Trisacryl GF 05. Environ 100 mg
de matériel protéique (sous environ 2 ml) sont dé&posés sur la colonne.

L'élution est réalisé@e successivement par .:

-~ le tampon PBS, pH 8 50 m1
- le tampon citrate 0,1 M, pH 6 40 ml
- le tampon citrate 0,1 M, pH 3 40 ml

Les tubes servant 3 collecter 1'@luat obtenu par le dernier tampon
contiennent 1 ml de tampon phosphate de sodium 1 M, pH 8, afin de minimiser
la dénaturation de 1'IgG liée au pH acide. Les fractions collectées sont de 3

ml.

C - PREPARATION DES ANTISERUMS SPECIFIQUES

-1, PROTOCOLES DE PREPARATION

1.1. PRINCIPE GENERAL

Les antisérums spécifiques de classe (IgM, IgA, IgG), de sous-classe
(I1gGl, IgG2a, IgG2b, IgG2c) et les antis&rums anti-Fab et anti-FcY sont
préparés par immunisation de Lapins avec des immunoglobulines monoclonales
(ou des immunoglobulines isolées du sérum de Rat), ou avec des fragments Fab
ou Fc purifiés. L'immunisation avec une immunoglobuline monoclonale conduit &
la formation d'anticorps anti-idiotypiques en plus des anticorps dirigés
contre la partie constante de 1'immunoglobuline. Il faudra en tenir compte
lors de 1l'utilisation de 1l'antis&rum. Les sérums obtenus aprés immunisation
sont rendus spécifiques par passage sur des immuno-absorbants contenant les

immunoglobulines des autres classes ou sous-classes couplées au Sépharose (ce
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qui permet d'éliminer les anticorps dirigés contre les déterminants communs
aux classes ou sous-classes). Dans certains cas, la spécificit& peut 8&tre
obtenue par passage sur un immuno-absorbant contenant 1'antigéne ayant servi
pour 1l'immunisation (cas des antisérums anti-Fab). Le contrdle de la spécifi-
cité de l'antisérum est réalisé par immunoélectrophorése et par immunodif-
fusion double en utilisant des immunoglobulines monoclonales purifiées
appartenant aux différentes classes et sous-classes, et des fragments Fab et

Fc purifiés.
1.2. EXEMPLES

Les protocoles varient selon la nature de 1'antisérum 3 obtenir. Pour un
méme type d'antisérum, les résultats peuvent &tre trés variables et néces-
siter ou non des étapes complémentaires. Quelques exemples de préparation

sont indiqués ici :

" ~ Antisérum anti-IgM (spécifique de la chaine lourde u)

Cet antisérum a &té préparé par immuno absorption d'un sérum de Lapin
obtenu aprés immunisation par une IgM monoclonale (IR 968) sur une colonne
d'IgG monoclonale (IgG2a IR 530) ou sur une colonne contenant les protéines
du sérum précipitées par le sulfate d'ammonium & 40 7 de saturation (conte-
nant essentiellement de 1'IgG et peu d'IgM). Cette immuno-absorption &limine
1'activité anti-chaines légéres. L'effluent obtenu ne réagit qu'avec 1'IgM et
ne donne pas d’arc de précipitation avec les IgA et les différentes sous-

classes d'IgG.

- Antisérum anti-~IgG (spécifique de la chaine lourde?Y ) ou anti Fc Y

Cet antisérum est préparé 3 partir d'un sérum obtenu par immunisation
aﬁec une IgG monoclonale (ou de 1'IgG de sérum de Rat) ou avec un fragment Fc
dtIgG. Quel que soit l'antigéne utilisé pour 1l'immunisation, 1'immuno absorp-
tion doit aboutir 3 la production d'un antisérum qui ne réagit qu'avec la
partie Fc des 4 sous-classes d'IgG. Nous avons utilisé comme antigéne 1'IgG2a
monoclonale IR 33, 1'IgG2a du sérum de Rat et son fragment Fc. L'immuno-
absorption a été réalisée soit sur une colonne contenant de 1'IgM monoclo-
nale, soit sur une colonne contenant du Fab d'IgG, pour &liminer 1'activité

anti~chaines lé&géres. L'effluent de ces colonnes contient des anticorps qui
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ne réagissent pas avec les IgM et IgA, et réagissent avec toutes les sous-
classes d'IgG, Cette réactivité est dirigée contre la partie Fc et non contre
la partie Fab (contrdle réalisé en immunoélectrophorése avec des fragments

Fab et Fc purifiés).

- Antisérum anti-Fab .

Cet antisérum est préparé par immunisation avec un fragment Fab d'IgG2a
de s@rum de Rat. L'immuno-absorption sur colonne de Fab d'IgG permet d'éli-
miner dans 1l'effluent les &ventuels anticorps anti-Fc et de retenir les

anticorps anti-Fab qui sont ensuite €lués de la colonne.

- Antisérums spécifiques de sous-classe d'IgG
Ces antisérums sont obtenus aprés immunisation avec des IgG monoclonales
appartenant & l'une des 4 sous-classes d'IgG, ou avec des sous-classes d'IgG

isolées du sérum de Rat. Leur préparation comporte deux &tapes principales :

1° Immuno-absorption sur colonne d'IgM ou de Fab d'IgG pour é&liminer
1'activité@ anti-chaines légéres.

2° Immuno-absorption sur des colonnes contenant des IgG monoclonales
appartenant aux autres sous~classes d'IgG. Par exemple, un antisérum spéci-
fique de la sous-classe IgGl est obtenu par immuno-absorption sur colonne
d'IgG2a puis éventuellement sur colonne d'IgG2b et/ou d'IgG2c. Cette &tape
est la plus difficile car il existe dans un antisérum beaucoup plus d'anti-
corps dirigés contre des déterminants communs aux sous-classes que d'anti-

corps spécifiques d'une seule sous-classe d'IgG.

2. IMMUNISATIONS

L'immunisation des Lapins est réalisée par injection intramusculaire au
niveau sous-claviculaire de 0,5 mg d'antigéne dans 0,5 ml de tampon PBS pH
7,4 mélangé 3 0,5 ml d'adjuvant complet de Freund (DIFCO). Trois injectionms

séparées de 8 jours sont réalisées, puis une injection de rappel au bout d'un

mois aprés la troisiéme injection. Le sang est prélevé au niveau de la veine

de 1l'oreille tous les 15 jours aprés la troisiéme injectionm.
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3. PREPARATION DES IMMUNO-ABSORBANTS (modifiée d'aprés PORATH et al.,
1973)

3.1, MATERIEL

- Sépharose 4B (4 7 Agarose) (Pharmacia)
- Bromure de cyanogéne : dissoudre la totalité d'un flacon de 100 gr dans 103
ml d'acétonitrile. Conserver 3 -20° C.

- Tampon phosphate 5 M, pH 11,9

. K3 PO4 70,7 gr
. K2 HPO4 29,1 gr
. HZO distillée gsp 100 ml
-~ Tampon bicarbonate de sodium 0,25 M, pH 9
. Na HCO3 20,9 gr

. dissoudre dans 500 ml d'eau distillée
. Ajuster 3@ pH 9 avec Na OH N

-~

. Diluer 3 1 litre avec H,O

2
-~ Tampon acétate de sodium 0,1 M, NaCl M, pH 4
. CH3 CO0 Na 1l gr
. NaCl . 58,4 gr

. Dissoudre dans HZO (environ 500 ml)
. Ajuster 3 pH 4 avec HC1 N

. Diluer 3 1 litre avec H,O

2
- Tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,5 M, pH 7
. Na2H PO4 2H20 1,78 gr
. NaCl 29,2 gr

. Azide de sodium 20 % 1 ml
. Dissoudre dans H20 environ 500 ml
. Ajuster 3 pH 7 avec H3PO4

.« Diluer 4 1 litre avec H,O

2
- Tampon bicarbonate de sodium 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3
. NaHCO3 8,4 gr
. NaCl 29,2 gr

. Dissoudre dans environ 500 ml d'eau distillée
. Ajuster 4 pH 8,3 si nécessaire

. Diluer 3 1 litre
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Ethanolamine M

. Ethanolamine 61 ml
. Ajuster d@ pH 8 avec HC1 N
. HZO distillée gsp 1000 ml

3.2. PROTOCOLE (pour 50 mg d'antigéne protéique)

Laver le Sépharose 4B 3 l'eau distillée sur verre fritté et 1l'essorer
Peser 10 gr de Sépharose 4B et les mettre en suspension dans 10 ml de
tampon phosphate 5 M,NpH 11,9 ; diluer 3 20 ml avec de l'eau distillée
refroidie 3@ 4° C ; placer dans un bécher de 50 ml
Ajouter 0,412 ml de solution de bromure de cyanogéne (sous la hotte) par
petites portions pendant 2 minutes, Agiter doucement
Au bout de 10 minutes précises, laver trés rapidement (moins de 2 minutes)
sur verre fritté par 250 ml d'eau distillée refroidie & 4° C puis par
200 m1l de bicarbonate de sodium 0,25 M pH 9
Transférer le gel dans un tube contenant 50 mg d'antigéne protéiqge dans 5
ml de tampon bicarbonate de sodium 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3
Laisser sous agitation lente (agitateur rotatif) pendant 1 heure &
température ambiante, puis une nuit 3 4° C
Essorer le gel et le suspendre dans 150 ml de solution d'&thanolamine M
pendant 2 heures
Le gel est ensuite lavé par les deux tampons suivants :

. Acétate de sodium 0,1 M, NaCl M, pH 4 (15Q ml)

. Phosphate de sodium 0,01 M, NaCl 0,5 M, pH 7 (150 ml)
Le lavage est répété 3 fois

Le gel est ensuite transféré dans une colonne chromatographique.

4, IMMUNO-ABSORPTION

Les sérums obtenus par immunisation sont précipités par un sulfate d'ammo-
nium 3@ 40 % de saturation ; le précipité obtenu est &quilibré par dialyse
contre du NaCl 0,5 M, puis concentré par ultrafiltration sur membrane

AMICON PM 30 jusqu'd la moitié du volume initial de sérum.
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Les immuno~-absorptions sont réalisées sur colonnes & température ambiante.
L'immunsérum est mis en contact une heure avec le gel (la solution doit
remplir les 3/4 de la colonne). L'effluent est ensuite collecté (contrdle
de la DO 3 280 nm), concentré au 1/20 environ du volume de sérum de départ,

puis contrdlé par immunodiffusion double et par immuno&lectrophorése.

Les anticorps retenus sur la colonne sont €lués par le tampon
glycocolle-HC1 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8 (70 ml par 10 ml de gel). L'&luat
est collecté dans un bécher contenant 10 ml de tampon phosphate de sodium
M, pH 7,8. 11 est ensuite dialysé contre du tampon PBS, pH 7,4-et concentré

au 1/20 du volume initial de sérum.

La colonne d'immuno-absorbant est régénérée par passage d'un tampon
glycocolle-HC1 0,2 M, pH 2,2 (environ 40 ml pour 10 ml de gel) puis
rééquilibrée en NaCl 0,5 M. Elle est conservée a +4° C en NaCl 0,5 M

contenant 0,2 Z d'azide de sodium.

- TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

1. IMMUNODIFFUSION DOUBLE (méthode d'Ouchterlony)
(OUCHTERLONY et NILSSON, 1978)

1.1. MATERIEL

Plaques de verre de 10 x 10 cm dégraissées d 1l'alcool
Chambre humide

Indubiose A 37 (IBF)

Pastagarose (Institut Pasteur)

Tampon véronal pH 8,2

. Véronal sodé 16 gr
. HZO distillée 0,9 ml
. Azide de sodium 20 Z% 1 ml

. Ajuster 3 pH 8,2 avec HC1 N
. Compléter & 1 litre avec HZO distillée
Citrate trisodique 5 Z

NaCl 9 %
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- Solution colorante

. Bleu de Coomassie R 250 5 gr
. Acide acetique 100 ml

|
. Ethanol 96 7 450 ml f

. Dissoudre le colorant sous agitation., Laisser une nuit. Filtrer. E
Ajouter 450 ml d'eau distillée. !

- Décolorant ' |
. Ethanol 900 ml |

. Acide acétique ' 100 ml

1.2. PROTOCOLE

- Préparation de la plaque de gélose
Mélanger 125 mg d'Indubiose A 37, 125 mg de Pastagarose et 25 ml de
tampon véronal pH 8,2. Mettre au bain-marie bouillant jusqu'a
transparence parfaite de la solution, laisser refroidir jusque 70° C.
Couler sur une plaque de verre, parfaitement séche et horizontale, 21 ml
de gélose. Laisser 15 minutes 3 température ambiante 3 1l'air libre, puis
placer dans une chambre humide. A 1'aide du matériel pour perforation de
la gélose, réaliser les trous pour les antisérums et les solutions

protéiques. Les schémas ci-dessous sont le plus souvent utilisés.

A

(o)
antigéne — (o]
immunsérum __‘O
, (o} (o}
. (o)

antigén\e 0. o
o Q o
immun sérum
| o 0 T o
o e
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- Dépot des échantillons et diffusion
On dépose dans le puit central 0,1 ml (A) ou 0,25 ml (B) d'antisérum et
dans les puits périphériques 0,01 ml (A) ou 0,02 ml (B) de solution
protéique (10 & 25 mg/ml). La diffusion se déroule & température

ambiante pendant 18 3 24 heures.

- Lavages
Aprés diffusion, la plaque peut &tre examinée et les arcs de
précipitation photographiés. Puis la plaque est lavée par les bains

successifs suivants :

. Citrate trisodique 5 % 3 heures
. NaCl 9 % 3 bains d'une heure
. HZO distillée 4 3 5 bains d'une heure

Les plaques sont ensuite placées sur la paillasse et laiss@es sé&cher 2

~

l'air.
- Coloration ~ décoloration
Placer une minute dans la solution colorante, puis laver par plusieurs

bains successifs jusqu'ad décoloration du fond. Laisser sécher a 1l'air.

2. IMMUNOELECTROPHORESE

2.1. MATERIEL

-

Identique 3 celui utilisé pour 1'immunodiffusion double, plus une cuve a
électrophor@se et de matériel de perforation pour la réalisation des puits et

fentes longitudinales.
2,2, PROTOCOLE

- Préparation de la plaque de gélose
Protocole identique 3 celui utilisé pour 1'immunodiffusion double. A
1'aide du matériel pour perforation de la gélose on réalise les trous
pour les dépdts des échantillons et on trace les fentes longitudinales

pour les immunsérums (sans les creuser) selon le schéma ci-~dessous.
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[--antigéne
‘ immun
sérum

-~ Electrophorése
La plaque est placée dans la cuve a &lectrophorése. On met dé chaque
coté un pont de papier constitué par une épaisseur de papier Whatman 1
ou 2  épaisseurs de papier filtre. On dépose dans chaque puit 0,01 ml de
solution protéique (10 3 25 mg/ml) et dans un des puits une goutte de
bleu de Bromophénol & 0,05 %Z. Une tension de 20 volts est appliquée aux
extrémités de la plaque (contrdle au voltmétre), pendant 2 heures 30 a
3 heures (contrdle de la migration par la positiqn du bleu de Bromo-

phénol).

- Diffusion
On creuse les fentes longitudinales et on y dépose 1'immunsérum (0,15 ml
par fente). On laisse diffuser en chambre humide 3 température ambiante

pendant 18 3 24 heures.

- Lavages, coloration, décoloration

Protocole identique & celui utilisé pour 1'immunodiffusion double.
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3. IMMUNODIFFUSION RADIALE (d'aprés MANCINI, CARBONARA et HEREMANS,
1965)

3.1. MATERIEL

Agarose Indubiose A 37 (IBF)
Support plastique circulaire PARTIGEN (Behring)
Antisérum ’

Solution étalon d'immunoglobuline & 1 mg/ml dans le tampon PBS, pH 7,4
Tampon PBS pH 7,4 : phosphate 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4

3.2. PROTOCOLE

Dissoudre 1'Agarose Indubiose A 37 dans le tampon PBS, pH 7,4 pour obtenir
une concentration finale de 1 % ; chauffer au bain-marie bouillant

Placer la solution d'Agarose au bain-marie 3 50° C

Diluer 1'antisérum dans du tampon PBS, pH 7,4 (dilution déterminde par des
essais préalables)

Placer 1l'antisérum pendant 5 minutes & 50° C puis 1l'incorporer 3 la
solution d'agarose (0,5 ml pour 7 ml de solution)

Couler 7,5 ml de solution d'agarose contenant 1'antisérum pour une plaque
Behring et laisser gélifier (environ 1 heure). L'@paisseur de la gélose
ainsi obtenue est de 2 mm.

Faire des trous de 3 mm de diamétre 3 1'emporte-piéce et déposer dans les
puits 10 pl de solution i doser ou de gamme &talon (la gamme &talon est
préparée par dilution de la solution &talon pour obtenir les concentrations
finales de 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 et 1 mg par ml)

Laisser diffuser @ température ambiante et mesurer les anneaux de
précipitation 3 différents intervalles de temps (24, 48 et 72 heures) (le
temps optimal co}respond 3 1'obtention d'une droite pour la gamme &talon)
Tracer sur un graphique les valeurs des carrés des diamétres en fonction de
la concentration protéique de la gamme &talon et en déduire les

concentrations protéiques des échantillons a doser.
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E - TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES

1. ELECTROPHORESE EN GEL D'ACRYLAMIDE-SDS (LAEMMLI, 1970 ; KERCKAERT,
1978)

1.1, MATERIEL

- Systéme pour l'électrophorése
. plaques de verre 10 x 15 cm _
. cales de plastique de 0,5 x 10 cm et de 0,75 cm d'épaisseur
. plastique souple
. soud-sac Calor
. peigne en plastique
- Solutions pour la réalisation du gel

. tampons (conservation 8 jours d +4° C)

. 1A . Tris 36,3 gr
. HC1 N 48 ml
. N N' Tétraméthyléne diamine (TEMED) 0,46 ml
. HZO qsp 7 100 . ml

. 1B . Tris 5,7 gr .
. H20 SO4 N 25,6 ml
. H20 gsp 100 ml

. solution stock d'acrylamide (conservation 8 jours & +4° C)

. acrylamide 48 gr

. bisacrylamide 1,28 gr

. HZO gqsp 100 ml

. SDS 10 % (conservation & +4° C, chauffer légérement pour dissoudre)

. SDS recristallisé dans

1'éthanol 10 gr

. H20 gsp 100 ml

. Persulfate d'ammonium 10 % (préparation extemporanée)
. persulfate d'ammonium 100 mg
. H20 1 ml

- Tampon d'électrophorése A )
. glycocolle 14,4 gr
. Tris 3 gr

. SDS§ 1 gr
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Solution colorante pour les &chantillons

. Tampons 1 B dilué au 1/10 1 ml

. Glycérol 5 ml

. Bleu de Bromophénol 3 mg
- Mercaptoéthanol

Iodoacétamide 0,75 M

. Iodoacétamide 14 mg

. HZO distillée : 0,1

. Dissoudre dans 0,4 ml de tampon d'électrophorése : 1 mg de cytochrome
C (SIGMA) ; 1 mg d'inhibiteur trypsique du soja (SIGMA) ; 1 mg d'oval-
bumine (SIGMA) ; 5 mg de phoéphorylase B (BOEHRINGER) ; 1 mg d'IgG2a
de Rat ; 1 mg d'IgE de Rat. Ajouter 0,1 ml de solution de glycéral-
déhyde 3 phosphate deshydrogénase (BOEHRINGER).

- Fixateur
. Acide trichloracétique 50 7 114
. Acide sulfosalicylique . 17
. Méthanol 150
. H20 distillée 350
- Colorant
. Bleu de Coomassie R 250 0,5
. Acide trichloracétique 50 % 25
. Méthanol 125
. H20 distillée 250
- Décolorant
. Méthanol 500
. Acide acétique 160
. H20 distillée 1340

1.2. PROTOCOLE

1° Préparation du moule pour le gel d'acrylamide
Le moule pour le coulage du gel d'acrylamide est constitué par 2 plaques
de verre de 10 x 15 cm séparées par 2 cales de 0,75 mm d'épaisseur et
maintenues par un ruban adhé&sif TEBU. L'ensemble est enfermé dans un sac -

plastique transparent lui-méme maintenu par 2 cales de verre de 10 x 15

cm et 2 réglettes rigides.

ml

Solution de marqueurs de poids moléculaire

ml
gr
ml

ml

gr
ml
ml
ml

ml
ml
ml
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2° Préparation des gels d'acrylamide

- Gel de séparation

Le gel de séparation est soit un gel 3 concentration fixe d'acrylamide
(de 5 & 15 %), soit un gradient linéaire de concentration en acrylamide
de 5 & 25 %.

- Gel 3@ concentration fixe (exemple 7,5 %)

. Mélanger 3 ml de solution 2A2
5 ml de tampon lA
12 ml d'eau distillée
0,2 ml de SDS 10 %
0,01 ml de persulfate d'ammonium 10 ¥
. Remplir le moule jusqu'd une hauteur d'environ 7 3 8 cm, et
recouvrir d'isobutanol.

~ Gradient d'acrylamide (5 a 25 %)

I1 est produit par un systéme 3 2 chambres cylindriques contenant :
. 1'une, connectée au moule pour le gel d'acrylamide, la solution

"lourde" (5,2 ml) préparée par mélange de :

. solution 2A2 5 ml
. tampon 1A 2,5 ml
. glycérol 2,5 ml
. SDS 10 % 0,1 ml
. TEMED 0,003 m1

. persulfate d'ammonium 10 ¥ 0,03 ml

. 1l'autre, la solution légére (9,5 ml)

. solution 2A2 _ 1 ml
. tampon 1A 2,5 ml
. HZO distillée 6,5 ml
. SDS 10 % 0,1 ml
. TEMED 0,005 ml

. persulfate d'ammonium 10 Z 0,07 ml

- Gel d'espacement

Une fois le gel de séparation polymérisé&, 1'isobutanol est &liminé, la
surface du gel rincée 3 1'eau distillée et séchée. Le gel d'espacement

est préparé par le mélange de :




“
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. solution 2A2 1 ml
. tampon 1B 2,5 ml
. HZO distillée 6,5 ml
. SDS 10 % 0,1 ml
. TEMED 0,005 ml

. persulfate d'ammonium 10 7 0,07 ml

Le peigne est placé dans le gel d'espacement dés son coulage dans le
moule. Aprés polymérisation, le peigne est enlevé et chaque puit rincé

par le tampon d'é&lectrophorése.

3° Préparation des échantillons
La solution proféique 3 tester est dilude dans le tampon d'électro~
phorése 3 la concentration de 2 mg/ml., 0,05 ml sont prélevés et placés
dans un tube en verre. 0,05 ml de SDS 10 % sont ajoutés, puis 0,01 ml
d'iodoacétamide 0,75 M, si 1'on veut &viter la r&duction des ponts
disulfure ; ou 0,005 ml de mercaptoéthanol pour obtenir la ré&duction des
ponts disulfure. Le tube est fermé par du papier\aluminium et placé
5 minutes 3 95° C. Aprés refroidissement, on ajoute 0,02 ml de solution

colorante.

4° Pré-électrophorése du gel

30 minutes & 40 mA par gel.

5° Electrophorése
On dépose dans un des puits 0,005 ml de solution de marqueur de poids
moléculaire et dans les autres les solutions protéiques (en général 0,02

ml). La migration s'effectue en 2 heures 30 environ 3 40 mA par gel.

6° Fixation. Coloration. Décoloration
Le gel est démoulé, placé 1 heure dans le fixateur et une nuit dans le
colorant. La décoloration est réalis@e par plusieurs bains de dé&colorant

ou par circulation du décolorant sur charbon activé,
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2. ELECTROPHORESE EN GRADIENT D'ACRYLAMIDE (d'aprés MARGOLIS et
KENRICK, 1968)

2.1. MATERIEL

- Moule pour le gel d'acrylamide : identique d celui utilis@ pour les
électrophoréses en acrylamide-SDS. |

- Générateur du gradient : il est constitué par deux seringues de 20 ml
reliées entre elles par un tube en polyéthyléne et dont 1l'une, qui
contiendra la solution "lourde", est pourvue d'un piston, qui maintiendra
le volume 3 4 ml, et d'une sortie pour le remplissage du moule.

- Solutions d'acrylamide (conservation 8 jours 3 +4° C)

. Solution "lourde" (acrylamide 25 %)

Acrylamide 7,4 gr
Bisacrylamide 0,39 gr
Sucrose 1,24 gr

Tampon Tris-EDTA acide borique pH 8,3 gqsp 30 ml
. Solution "légére" (acrylamide 4 %)
j Acrylamide 0,94 gr
1 Bisacrylamide 0,05 gr
Tampon pH 8,3 gsp 30 ml
g - Tampon Tris~EDTA-acide borique pH 8,3

Tris 10,75 gr
EDTA 0,93 gr
Acide boriqﬁe ' ' 5,04 gr
HZO distillée ‘ 800 ml

Ajuster 3 pH 8,3 avec une solution d'acide borique (1 gr/100 ml)
Diluer & 1 litre .
- Persulfate d'ammonium 10 mg/ml (préparation extemporanée)
- TEMED
- Solutions pour la coloration des &chantillons, pour la coloration et la
décoloration des gels d'acrylamide : identiques d celles utilisées pour

1'électrophorése en gel d'acrylamide-SDS.
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2.2. PROTOCOLE

On coule successivement dans le moule :

- un gel 3 25 %Z d'acrylamide, sur environ 1 @ 2 cm

solution lourde 5 ml
TEMED 0,003 ml

Persulfate d'ammonium 1 % 0,03 ml

- le gradient d'acrylamide de 5 3 25 %

On aspire dans la seringue connectée au moule 4 ml de solution

constituée par le mélange de 10 ml de solution lourde, 0,003 ml de TEMED

et 0,1 ml de persulfate d'ammonium 1 %Z (solution A). Dans 1'autre

seringue sont placés 12 ml d'une solution constituée par le mélange de
20 ml de solution 1légére, 0,005 ml de TEMED et 0,1 ml de persulfate 1 7%

(solution B).

F - DIGESTIONS ENZYMATIQUES

1. DIGESTION PAR LA PAPAINE (d'aprés GORINI et al.,, 1969)

Le protocole décrit ici permet de réaliser la digestibn des IgG en

présence de papaine (rapport enzyme/protéine 1 ou 5 %) en présence ou non de

cystéine 0,01 M.

1.1. MATERIEL

- Mercuripapaine (SIGMA) ou papaine 2 fois cristallisée (WORTHINGTON)
- Tampon phosphate 0,075 M, NaCl 0,075 M, EDTA 0,002 M, pH 7

. Na2 HP04, lgHZO 26,9 gr
. NaCl 4,4 gr
. EDTA 0,75 gr

A ce

Dissoudre dans 1l'eau distillée (700 ml)
Ajuster a8 pH 7 avec H3P04 M
Diluer 3 1 litre

tampon peut &tre ajouté de la cystéine & la concentration finale 0,01

M (87,5 mg de cystéine pour 100 ml de tampon)
- Iodoacétamide 0,15 M

Iodoacétamide 27 mg dans 1 ml d'eau distillée
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1.2. PROTOCOLE

- L'IgG est dissoute dans le tampon phosphate 0,75 M, NaCl 0,075 M, EDTA
0,002 M, pH 7 (contenant ou non de la cystéine 0,01 M), & la concentration

finale de 10 mg/ml et placée 3 37° C pendant 30 minutes.

- La papaine cristallisée (WORTHINGTON) est diluée dans-le tampon de
digestion (contenant ou non de la cysté&ine 0,01 M) 3 la concentration

finale de 1 mg/ml ou 5 mg/ml.

- Dans le cas de l'utilisation de mercuripapaine (SIGMA), la dilution 3 une
concentration finale de 1 mg/ml ou 5 mg/ml est réalisé@e par addition de

tampon contenant de la cystéine 0,01 M.

- La solution d'enzyme est ajoutée 3 la solution d'IgG (1 volume de solution
d'enzyme pour 10 volumes de solution d'IgG ; soit un rapport
enzyme/protéine de 1 Z ou 5 %).

-~ L'incubation est réalisée 3 37° C-pour des durées de 1 3 18 heures.

- Aux aliquotes prélevés 3 différents intervalles de temps est ajoutée 3 0° C
une solution d'iodoacétamide 0,15 M (1 volume pour 10 volumes de

prélévement).

2. DIGESTION PAR LA PEPSINE (d'aprés GORINI et.al., 1969)

2.1. MATERIEL

- Pepsine 2 fois cristallisée (SIGMA)
-~ Tampon acétate de sodium 0,1 M, pH 4,5
d préparer fraichement lors de la digestion enzymatique (1'eau distillée
doit &tre bouillie pour &liminer les traces d'acide carbonique)
. Acide acétique 6 ml
. H20 distillée environ 500 ml
. Ajuster a pH 4,5 avec NaOH N

-

. Diluer 8 1 litre
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A ce tampon, peut &tre ajoutée de la cystéine & la concentration finale
0,01 M (87,5 mg pour 100 ml de tampon)
NaOH 0,1 N

2.2. PROTOCOLE
L'IgG est dissoute dans le faﬁpon de digestion (contenant ou non de la
cystéine 0,01 M) & la concentration finale de 10 mg/ml et placée 3 37° C

pendant 30 minutes.

La pepsine est dissoute dans le tampon de digestion (avec ou sans cytéine

0,01 M) 3 la concentration de 1 mg/ml ou 5 mg/ml.
La solution d'enzyme est ajoutée 3 la solution d'IgG (1 volume pour 10
volumes) et 1l'incubation est réalisée 3 37° C pour des temps de 1 &

18 heures.

Aux aliquotes prélevés & différents intervalles de temps, est ajout@e une

solution de NaOH 0,1 N (1,4 volume pour 1 volume), pour amener le pH & 8.

3. DIGESTION PAR LA PEPSINE APRES INCUBATION A pH 2,8

Cette digestion est utilis@e pour les sous-classes d'IgG (IgGl et IgG2a)

résistantes 3 1'hydrolyse pepsique dans les conditions "classiques".

3.1. MATERIEL

Identique 3 celui du paragraphe précédent avec en plus le tampon

suivant :

- tampon formiate de sodium 0,1 M, pH 2,8
. Acide formique 3,8 ml

. HZO distillée environ 500 ml
. Ajuster avec NaOH N jusqu'a pH 2,8

. Diluer 4 1 litre.
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3.2. PROTOCOLE

Les 1IgG sont dissoutes dans le tampon PBS, pH 7,4 3 la concentration
finale de 20 mg/ml, puis dialysées 3 4° C contre le tampon formate de sodium
0,1 M, pH 2,8 (3 fois 100 volumes pour 1 volume d'IgG). La solution est
ensuite dialysée contre le tampon acétate de sodium 0,1 M, pH 4,5 (3 fois
100 volumes ‘pbur un volume d'IgG). Aprés cette dialyse, la concentration
protéique est ajust@e 3 10 mg/ml et la digestion par la pepsine est réalisée
par addition d'une solution de pepsine & 1 mg/ml (1 volume pour 10 volumes de
 solution protéique). Des aliquotes sont prélevés 3 1, 2 et 4 heures et
amenées 3 pH 8 par addition de NaOH 0,1 N (1,4 volume pour 1 volume de

solution préievée).

4. DIGESTION PAR LA TRYPSINE

4.1, MATERIEL

- Trypsine TPCK (WORTHINGTON)
- Tampon Tris~-HC1 0,1 M, Ca C1
Tris 12,1 gr
CaCl2 2,9 gr
Dissoudre dans 600 ml d'eau distillée
Ajuster a pH 7,8 avec HC1 N
Diluer a 1 litre
- Inhibiteur trypsique du soja : solution d 2 mg/ml de tampon Tris-HC1l 0,1 M,

CaCli, 0,02 M, pH 7,8 conservée & -20° C.
2

, 0,02 M, pH 7,8

4,2. PROTOCOLE
- La solution d'IgG (10 mg/ml) est placée 3 37° C pendant 30 minutes.

- La trypsine est dissoute dans le tampon de digestion 3 la concentration de

2 mg/ml ou 5 mg/ml.

= La solution d'enzyme est ajoutée 3 la solution d'IgG (1l volume pour 10
volumes). Le rapport enzyme/substrat est de ce fait de 2 % ou 5 7%
(poids/poids).
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- L'incubation i 37° C s'effectue pour des temps de 1 & 18 heures.

- Aux aliquotes prélevés 3 différents intervalles de temps, est ajoutée la

solution d'inhibiteur trypsique du soja (1 volume pour 5 volumes de

solution protéique).

5. DIGESTION PAR LA PROTEASE V8 DE S. AUREUS (d'aprés DRAPEAU, 1977)

La digestion par cet enzyme permet de préparer un fragment F(ab)2 et un

fragment Fc 3 partir des IgG monoclonales de sous-classe IgG2zb.

5.1. MATERIEL

- Protéase V8 de S. aureus (S. aureus V8 protéase, Miles)

Dissoudre la totalité du flacon (5 mg) dans 0,5 ml de tampon phosphate 0,1
M, EDTA 0,002 M, pH 7,8. Répartir en aliquotes de 0,05 ml et congeler a

-20° C.

- Tampon phosphate 0,1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8

. Na2 HPO4, 2H20 | 17,8 gr
. EDTA 0,75 gr
. eau distillée environ 500 ml

-« Ajuster 3 pH 7,8 avec H3 PO4 M

. Diluer 3 1 litre
5.2. PROTOCOLE
0,1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8 et placer la solution & 37° C pendant
30 minutes.

soit un rapport enzyme/protéine 1/30).

- Incuber 4 heures & 37° C

- Congeler 3 -20° C.

Dissoudre les IgG 3 la concentration de 10 mg/ml dans le tampon phosphate

Ajouter la solution d'enzyme (1 volume pour 30 volumes de solution d'IgG ;
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