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I N T R O D U C T I O N  



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 modèle expérimental du Rat a en particulier 

bénéficié de la découverte des immunocytomes du Rat LOU et du dévelop- 

pement de ce système 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 dlimmunoglobulines chez le Rat, 

en particulier l'identification de quatre sous-classes dlIgG : IgGl, IgGZa, 

IgGLb, IgG2c (BAZIN, BECKERS et QUERINJEAN , 1974 a) ; l'identification 

de classes présentes dans le sérum normal B un taux très 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 a l . ,  1979 ; BAZIN, 1982) et ,  de ce fait, la 

possibilité d'utilisation des anticorps monoclonaux de Rat, a renforcé l'intérêt 

pour les études de la physiologie des immunoglobulines dans ce modèle expé; 

rimental. 

Parmi les différents isotypes des immunoglobulines, les sous-classes 

dlIgG 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 même schéma général de structure mais elles différent par 

l'expression de certaines activités biologiques comme la fixation du complé- 

ment, l'affinité pour les cellules lymphoïdes , la vitesse de catabolisme, 

l'interaction avec certains constituants des parois bactériennes comme la 

protéine A de S. aureus, etc.. . Les sous-classes dlIgG constituent de ce fait 

un modèle 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'antigène 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 dlIgG des rôles biologiques différents, 

soit effecteur, soit bloquant de l'immunité, dans les réactions immunitaires 

dirigées contre les cellules tumorales. 

Une bonne connaissance des propriétés immunochimiques des sous- 

classes dlIgG ainsi que celle d'une de leurs activités biologiques, llaffinit'é 

pour la protéine A de S. aureus, peuvent être très utiles pour des études 

physiologiques dans un modèle expérimental comme celui du Rat. Il y a B cela 

plusieurs raisons : 

- Certaines propriétés immunochimiques, comme la sensibilité B la protéolyse 

enzymatique, permettent d'identifier la sous-classe drIgG à laquelle appartient 

un anticorps monoclonal ; elles peuvent donc constituer une alternative à 

l'identification realisée à l'aide d'immun-sérums monospécifiques , dont la 

préparation est souvent difficile. 

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

la protéolyse enzymatique peuvent être définies pour chaque sous-classe 

dlIgG. La préparation de ces fragments est utile, par exemple, pour connaî- 

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 

être gênante lorsqulest utilisé un anticorps monoclonal (par exemple, la 

fixation de sa partie Fc sur les cellules lymphoïdes ) . 

- La mise en évidence de différences d'affinité des sous-classes d'IgG pour 

la protéine A de S. aureus peut être mise à profit pour leur isolement B 

partir d'un mélange hétérogène d'anticorps. 

Ces différentes raisons nous ont incité à entreprendre une étude des 

propriétés immunochimiques des sous-classes drIgG de Rat et de leur affinité 

pour la protéine A de S. aureus. Durant cette étude, nous avons été amenés 

à isoler et caractériser de façon plus complète un fragment "inhabituelr1 

correspondant au domaine variable des chaînes lourdes (domaine VH).  Nous 

avons également étudié le rôle de modifications conformationnelles induites 



par les agents dénaturants, sur l'affinité des sous-classes dlIgG pour la 

protéine A. Avant de présenter les résultats de ces travaux, nous rappe- 

lons, dans une première partie, quelques données générales concernant 

llimmunochimie et l'activité biologique des sous-classes dlIgG dans différents 

modéles expérimentaux. 



P R E M I E R E  P A R T I E  

LES SOUS-CLASSES D'IMMUNOGLOBULINE G 

DONNEES GENERALES 



L'existence de sous-classes dfIgG a pu être démontrée chez l'Homme et 

dans un très grand nombre d'espèces de mammiféres. Ces sous-classes ont 

été distinguées B l'origine par leurs caractéres antigéniques. Des études 

ultérieures ont montré qu'elles différaient également par leurs propriétés 

immunochimiques , notamment leur sensibilité B la protéolyse enzymatique et 

leur structure primaire. Les différences de sensibilité B la protéolyse 

enzymatique ont pu être utilisées pour réaliser un typage des sous-classes 

dfIgG. Enfin, les sous-classes dtIgG 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 être un 

outil intéressant pour la purification sélective de certaines sous-classes 

dfIgG. Ce sont ces différents aspects qui seront abordés dans cette première 

partie. Le chapitre 1 rappelera la nomenclature des sous-classes chez l'Homme 

et dans différentes espèces animales. Le chapitre II traitera des données 

immunochimiques. Dans ce chapitre, l'action des enzymes protéolytiques sera 

étudiée de façon détaillée. Le chapitre III analysera les différences d'affinité 

pour la protéine A qui existent entre les sous-classes dfIgG de différentes 

espèces animales et montrera comment ces différences ont pu être reliées aux 

différences de structure primaire. 



CHAPITRE 1 

NOMENCLATURE DES SOUS-CLASSES D'IgG DANS DIFFERENTES ESPECES 

ANIMALES 

La nomenclature des sous-classes dlIgG dans les différentes espèces où 

cette hétérogénéité de la classe IgG a été recherchée, est résumée dans le 

tableau 1. Plusieurs remarques importantes sont B faire sur cette 

classification : 

- Cette classification est essentiellement fondée sur  la mise en évidence de 

différences antigéniques chez des IgG d'une même espèce animale. Ultérieure- 

ment des différences immunochimiques et des différences d'activité biologique 

ont été également démontrées. 

- La diffërenciation de llIgG en sous-classes semble être une caractéristique 

apparue chez les mammiféres. En effet, des sous-classes dlIgG n'ont pu être 

démontrées chez les Oiseaux et les Reptiles. 

- Les espèces où la classification a pu être la plus complète sont celles où 

des protéines monoclonales ont été étudiées, c'est -8-dire essentiellement 

l'Homme, la Souris et le Rat. Par exemple, 111gG3 chez la Souris (GREY et 

al., 1971) et 111gG2c chez le ~ a t  (BAZIN et al., 1974) ont été découvertes 

grâce & l'analyse dlimmunoglobulines monoclonales, n'étant présentes chez 

l'animal normal qu18 un taux faible ou très faible. 

- 11 n'existe pas en règle générale dlhomologie entre les sous-classes pro- 

venant de diffdrentes espèces, bien que dans certains cas, elles puissent 

avoir le même nom. Par exemple, 111gG2a de Souris et 111gG2a de Rat sont 

très différentes sur  le plan physico-chimique et sur le plan biologique. Une 

exception : 111gG3 de Souris et 111gG2c de Rat possèdent beaucoup de simili- 

tudes antigéniques , physico-chimiques et biologiques. 



TABLEAU 1 . -  NOMENCLATURE DES SOUS-CLASSES D ' I ~ G  DANS DIFFERENTES 
ESPECES ANIMALES 

l 
HOMME 

1 

SOURIS 

RAT 

LAPIN . 

COBAYE 

C H I E N  

l BOEUF 

CHEVRE 

MOUTON 

CHEVAL 

I g G l ,  IgG2a ,  IgG2b ,  I g G 2 c  

IgG ( I g G 2 ) ,  I g G l  

Grey e t  Kunkel, 1964 
Terry e t  Fahey, 1964 

Fahey cd a., 1964 a ,  b 
P o t t e r  eit cd., 1965 
Grey & d. ,  1971 

Nussensweig e t  Binaghi, 
1965 
Binaghi e t  Sarando de  
Merlo, 1966 
Jones, 1969 
Hermann e t  Friedrich, 1970 
Bazin, Beckers e t  
Quer in j  ean,  1974 

Zva i f l e r  e t  Becker, 1966 
Rodkey e t  Freeman, 1969 

Ll LLE 
Benacerraf eit d., 1963 (RL3 Coe, 1968 

IgG1 ,  IgG2a ,  IgG2b ,  I g G 2 c  Johnson e t  Vaughan, 1967 
Johnson & d. , 1967 

Aalund, 1968 
Mi l s t e in  e t  Fe ins t e in ,  
1968 
Kickhofen ct d., 1968 

I g G 1 ,  IgG2 Gray & d., 1969 

I g G 1 ,  IgG2 Gray & d., 1969 

I g G 2 a ,  IgG2b,  I g G 2 c ,  I g G ( T )  Rockey & d., 1964 
Montgomery & d., 1966 



- Les différences entre sous-classes au sein de différentes espèces ne sont 

pas les mêmes. Par exemple, chez llHomme les quatres sous-classes dlIgG 

présen tent beaucoup de similitudes antigéniques et structurales , alors que 

chez la Souris les sous-classes, en particulier IgGl et IgGLa, ont des struc- 

tures beaucoup plus lléloignéesll. Chez le Cheval, llIgG(T) ne présente pas 

de réaction croisée avec les autres sous-classes dlIgG. 

- Le Lapin représente un cas tout Q fait particulier quant Q la division de la 

classe IgG en sous-classes. En effet, si l'on ne considère que les caractères 

mtigéniques, il n'existe qu'une seule sous-classe dlIgG (avec peut être une 

sous-classe mineure : IgGl ; ZVAIFLER et BECKER, 1966 ; RODKEY et 

FREEMAN , 1969). Cependant, deux populations dlIgG différentes par leurs 

caractères physico-chimiques et structuraux (voir chapitre II) ont été 

distinguées. 



CHAPITRE II 

LES SOUS-CLASSES DIIgG : DIFFERENCES IMMUNOCHIMIQUES 

Dans toutes les espèces animales où les sous-classes dlIgG ont été mises 

en évidence, des différences immunochimiques , Q la fois dans le comportement 

des ponts disulfure inter-chaînes des IgG sous l'action d'agents réducteurs 

et dans la sensibilité de llIgG B la protéolyse enzymatique, ont été démon- 

trées. Les études structurales réalisées dans plusieurs modèles ont également 

montré des différences de séquence peptidique caractérisant les sous-classes 

dlIgG. Enfin, quelques études conformationnelles ont suggéré l'existence de 

différences de conformation en solution des sous-classes dlIgG. Avant d'ex- 

poser ces différents aspects qui permettent de distinguer les sous-classes 

dlIgG, nous rappelerons les points qui leur sont communs, c'est-à-dire 

quelques notions générales sur la structure et la conformation de llimmuno- 

globuline G. 

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

1. MODELE DE STRUCTURE DE LIIrrG 

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 chaînes Iégéres (L) et de 

deux chaînes lourdes (H), soit un schéma général H2L2. 

- Les chaînes légères, de poids moléculaire 23 000, peuvent être de deux 

types : K et A . La proportion de chaînes K varie selon l'espèce : 

66 % chez l'Homme, 95 % chez la Souris et le Rat, 80 % chez le Lapin. 

- Les chaînes lourdes Y de llIgG sont de poids moléculaire environ 

50 000. 

Il  existe un seul pont disulfure entre chaîne lourde et chaîne légère et 

plusieurs ponts disulfure entre chaînes lourdes (figure 1). 



1 VH 1 CH1 s-s 
s- s 

LILLE @ 

Figure 1 .- Représentation schématique de l a  s t r u c t u r e  de 1' IgG. 

L' I g G  est formée de deux chaZnes légères  contenant chacune deux 

domaines : un domaine va r iab le  V e t  un domaine constant  L CL, e t  de 

deux chaînes lourdes comportant chacune un domaine var iable  VH e t  t r o i s  

domaines constants : CHI,  CH2 e t  CHy L a  région charnière,  qui con t ien t  

l e s  ponts  d isul fures  in terchaînes  lourdes ,  e s t  s i t u é e  e n t r e  les domaines 



2. L'ORGANISATION DE L'IMMUNOGLOBULINE G EN DOMAINES 

Chaque chaîne de I~immunoglobuline G présente des zones d'homologie 

structurale, d'environ 110 acides aminés, dénommées domaines : 

- La chaîne légère comporte deux domaines : un domaine variable VL et un 

domaine constant CL. 

- La chaîne lourde comporte un domaine variable VH et 3 domaines constants 

CH1 ou C Y 1, CH2 ou C Y 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 à 

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 charnière sont codés par un gène distinct (exon) séparé des autres 

gènes 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 façon relativement indépendante des autres. 

Enfin, il posséderait une fonction effectrice particulière : fixation de I1an- 

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

C Y 2 des IgG, cytophilie pour le domaine C Y 3 etc.. . 

3. PROTEOLYSE ENZYRIATIQUE DE L'1g.G 

Les IgG peuvent être clivées par de nombreux enzymes protéolytiques. 

Le clivage enzymatique s'effectue principalement à l'endroit de la région 

charnière. Nous rappelerons ici la terminologie et la structure des principaux 

fragments issus de la protéolyse enzymatique. 



La papaïne clive llIgG dans la région charnière en deux fragments 

majeurs : Fab et Fc ; un fragment mineur Fcl est également produit (figure 

2 )  : 

- Le fragment Fab est capable de se lier à l'antigène ; il est formé par 

llassociation covalente d'une chaîne légère et d'un fragment de chaîne 

lourde, dénomme Fd (correspondant au domaine VH et CH1 ou C Y 1). 

- Le fragment Fc est incapable de se lier à l'antigène, mais est porteur 
d'autres fonctions biologiques, par exemple .la fixation du complément, la 

cytophilie, etc.. . Le fragment Fc peut comporter les domaines C Y 2, C Y 3 

et la région charnière ; il est dénommé dans ce cas Fc covalent (ou encore 

Fch dans le cas de 111gG3 humaine). Il peut ne pas comporter la région 

charnière et dans ce cas il est appelé Fc non covalent. 

- Le fragment Fcl est obtenu par hydrolyse prolongée de llIgG par la 

papaïne. Il correspond à la presque totalité du domaine C Y 3.  

La pepsine libere deux fragments principaux : F(ab1)2 et pFcl (figure 

2).  Le fragment F(ab1)2 est forme par l'association covalente de deux chaînes 

légères et de deux fragments de la chaîne lourde, dénommés Fdl, correspon- 

dant aux domaines VH, C Y 1 et à la région charnière. Le fragment pFcl 

correspond au domaine C Y 3 .  La pepsine transforme le domaine CY 2 de llIgG 

en plusieurs petits peptides. Un fragment mineur, dénommé F(abT) , similaire 

dans sa structure au fragment Fab, peut être obtenu par hydrolyse pep- 

sique. 

La trypsine clive llIgG en fragments Fab(t) et Fc(t), analogues dans 

leur structure aux Fab et Fc obtenus par hydrolyse par la papene. 

Des fragments de structure similaire au fragment F(abTf2 peuvent être 

obtenus à quantité faible par hydrolyse par la papaïne ou par la trypsine. 

Ces fragments sont dénommés F(ab)2. 



Pepsine Peps ine  

F igure  2 . -  S t r u c t u r e  schématique de  l l I g G  humaine r e p r é s e n t a n t  

l e s  p o i n t s  de  c l i v a g e  p a r  l a  papaïne e t  l a  pepsine e t  l e s  fragments 

pr inc ipaux obtenus : Fab , Fc, Fc'  (papaïne)  ; F(ab ' ) 2 ,  pFc' (peps ine) .  

Les c h i f f r e s  ind iqués  s u r  l a  f i g u r e  correspondent  aux p o s i t i o n s  des  

r é s idus  dl ac ides  aminés c l i v é s  dans 1 'IgG1 humaine. 
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4. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DE LIIgG 

Les études physiques de llIgG, en particulier les analyses par diffrac- 

tion des rayons X de fragments Fab, Fabl, Fc ou de molécules entières, ont 

permis de dégager un certain nombre de caractéristiques de la structure 

tridimensionnelle de llIgG : 

- La molécule a une conformation en Y ou en T, les deux Fab formant entre 

eux un angle minimum de 80 Q 95O. En l'absence de l'antigène, les Fab 

effectuent en permanence des rotations de 30° autour de la région 

charniére. Ces mouvements sont très diminués lors de la fixation de 

l'antigène. 

- Chaque domaine présente une structure tridimensionnelle similaire, qui se 

caractérise par la présence de deux feuillets plissés P constitués par des 

chaînes peptidiques anti-parallèles et qui représentent 50 B 60 % des acides 

aminés du domaine. 

- Les axes des domaines de chacune des chaînes lourdes et légères forment 

entre eux des angles qui peuvent varier d'une IgG Q une autre, surtout 

les angles entre VL et CL, ainsi que ceux entre VH et CH1 (ou C Y 1). 

- Les domaines VH et VL, CH1 (ou C Y 1) et CL, et les deux CH3 (ou C y 3) 

forment des dimères étroitement associés. A l'inverse, les domaines CH2 

(OU C Y 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 Y 2. 

B - LES PONTS DISULFURE INTER-CHAINES DES SOUS-CLASSES D'IgG : 

DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA REDUCTION ET A LA 

REOXYDATION 

Dans le modèle multicaténaire de la molécule dlIgG, les ponts disulfure 

qui maintiennent la liaison covalente entre chaînes lourdes (ponts inter-H ) 

ainsi que ceux qui lient les chaînes lourdes et les chaînes légères (ponts 

inter-HL), sont beaucoup plus sensibles A la réduction que les ponts 



disulfure intra-chaînes situés h l'intérieur de chaque domaine. La réduction 

de ces ponts inter-chaînes lourdes et inter-chaînes lourdes-chdnes légères, 

ainsi que leur réoxydation ultérieure, peuvent différer dans leurs étapes 

selon la nature de la sous-classe dfIgG. Dans certains cas, les étapes de la 

réoxydation "in vitroff ont pu être corrélées avec les étapes d'assemblage des 

chaînes lourdes et légères synthétisées "in vivo1' dans le plasmocyte (ZOLLA 

et al. , 1970 ; BEVAN et al. , 1972). Ce sont essentiellement les sous-classes 

dlIgG 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-chaînes, les ponts entre chaînes lour- 

des et légères (ponts inter-HL) et les ponts entre chaînes lourdes (ponts 

inter-H) des IgG1, IgG2 et IgG3 étaient réduits au hasard, les intermédiaires 

de réduction étant H2L, H2 et HL. A l'inverse, dans la sous-classe IgG4 le 

produit intermédiaire de réduction est la sous-unité HL, ce qui montre que 

dans cette sous-classe, les ponts inter-H sont plus sensibles à la réduction 

que les ponts inter-HL (figure 3A). Les travaux de SEARS et al. (1977) ont 

confirmé que dans le cas de llIgG1 humaine, les ponts disulfure inter-chaînes 

étaient réduits sans intermédiaire préférentiel. 

PETERSEN et DORRINGTON (1974) ont montré que dans le cas de 

llIgG1, la réoxydation des ponts disulfure, après réduction, se fait par les 

intermédiaires HL et H2L, ce qui suggère la cinétique d'assemblage : 

H et L HL--bH2L ---, 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 111gG4, la réoxydation se fait de façon très 

différente, l'intermédiaire prédominant étant la sous-unité HL. La réoxydation 

des ponts inter-chaînes lourdes (HL - H L ) s'effectue très lentement. Les 2 2 
ponts disulfure de 111gG4 s'assemblent donc en suivant les étapes 1,  3 et 6 

de la figure 3B. Ainsi, les ponts inter-chaînes lourdes de l'IgG4 humaine 

apparaissent très sensibles B la réduction, et s'assemblent très lentement 'lin 

vitro". Cette caractéristique de 111gG4 explique très vraisemblablement l'ob- 

servation de TURNER, BENNICH et NATVIG (1970 b)  selon laquelle les 

préparations d11gG4 contiennent une faible proportion de molécules dlIgG 



Figure 3.- Schéma des étapes de l a  réduction e t  de l a  réoxydation des IgG humaines. 

A. Etapes de l a  réduction. Les ponts interchaînes des IgG1, IgG2 e t  IgG3 sont  rédui ts  au hasard 

pa r  l e s  étapes i n i t i a l e s  1,  2 ou 3. A l ' inverse ,  l a  réduction des IgG4 s u i t  exclusivement l a  

voie 2. 

B. Etapes de l a  réoxydation. La réoxydation des IgGl se  f a i t  par  l e s  étapes 1,  4 e t  7 (voie 

majeure) e t  p a r  l e s  étapes 2,  5 e t  7 (voie mineure). La réoxydation des IgG4 se  f a i t  

exclusivement par l e s  étapes 1 ,  3 e t  6. 



dans lesquelles les ponts disulfure inter-chaînes lourdes ne sont pas formés. 

Les raisons de cette différence entre IgG4 et les autres sous-classes dlIgG 

ne sont pas connues. En particulier, la structure de la région charnière de 

111gG4 ne présente pas des différences significatives avec celles des autres 

sous-classes qui pourraient expliquer ce phénomène. 

2. IrrG DE SOURIS 

WILLIAMSON et ASKONAS (1968) ont étudié les produits intermédiaires 

de réduction de 111gG2a murine. Ils ont montré que le dimère H2 et les 

chaînes légères sont les produits majeurs de réduction. Ceci indique que les 

ponts disulfure inter-HL de 111gG2a murine sont plus labiles à 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 modèle murin ont été 

ceux consacrés aux assemblages in vivo des chaînes lourdes et légères 

synthétisées par les plasmocytes. BAUMAL , POTTER et SCHARFF (1971) ont 

montré une différence très 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 H2L, la sous-unité HL étant un intermédiaire 

mineur ; il l'inverse, les IgG2b s'assemblent via un seul intermédiaire de 

type HL. 

C - DIFFERENCES DE SENSIBILITE DES SOUS-CLASSES DIIaG A LA 

PROTEOLYSE ENZYMATIQUE 

C'est la caractéristique immunochimique qui a été la plus étudiée pour 

distinguer les sous-classes dlIgG car elle constitue une alternative A l'iden- 

tification des sous-classes par leurs caractères 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.  étude de la protéolyse enzymatique des sous-classes d71gG constitue 

également une étape indispensable pour la préparation dans des conditions 

optimales de différents fragments : Fab, F(ab1)2, Fc, etc.. . 



De trés nombreux travaux ont été réalisés sur les sous-classes d7IgG de 

différentes espèces animales. Les enzymes les plus utilisés ont été la papaïne 

et la pepsine. 

1. IeG HUMAINES 

1.1. Action de la wa~riline 

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 à l'action de la papaïne, 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 à la nature de la sous- 

classe : les IgG2 et IgG4 sont résistantes Q l'action de la papaïne alors que 

les IgGl e t  surtout les IgG3 sont sensibles à l'action de l'enzyme. LfIgG2 

demeure relativement résistante à l'action de la papaïne en présence de 

cystéine (concentration finale 0,01 M) alors que lTIgG4 y devient sensible (et 

171gG3 très sensible). GERGELY, FUDENBERG et VAN LOGHEM (1970) ont 

également montré qu'il existe une hétérogénéité au sein de la sous-classe 

IgG1, certaines IgGl monoclonales étant plus résistantes que d'autres. L'uti- 

lisation de ces différences de sensibilité h la protéolyse par la papaïne a 

rendu possible l'isolement de fragments Fc drIgGl et d'IgG3 à partir d'un 

pool dlIgG de sérum normal et de localiser les marqueurs allotypiques asso- 

ciés à chacune de ces sous-classes (MICHAELSEN et NATVIG, 1971 ; 

VIRELLA et PARKHOUSE, 1971). Un certain nombre de fragments distincts 

des Fab et Fc, différents suivant la nature de la sous-classe, ont été identi- 

fiés lors de la digestion courte (45 minutes) par la papaïne en l'absence de 

cystéine (MICHAELSEN et NATVIG, 1973). Un fragment Fab/c, c'est-à-dire 

un fragment comportant un Fab relié au Fc en raison de l'absence de cou- 

pure d'une chaîne gamma, est libéré de llIgG1. Des fragments de type 

F(ab)2 ont 6té identifiés dans le cas des sous-classes IgG2 et IgG4. Un 

fragment Fch, c'est-à-dire un fragment contenant le Fc et la très longue 

région charnière est libéré de 111gG3. La figure 4 résume les différents types 

de fragments mineurs obtenus par action de la papalne en des temps courts 

d'hydrolyse. 



Figure 4.- Représentation schématique des fragments obtenus 

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

sous-classes d'Ig~ humaines (dlapr&s Michaelsen et Natvig, 1973). 



1.2.  Action de la ~ e ~ s i n e  

L'action de la pepsine a été étudiée de façon très complète par 

TURNER, BENNICH et NATVIG (1970 a,  b) . Les sous-classes dlIgG diffèrent 

dans leur sensibilité B la pepsine : llIgG1 est la plus résistante à l'action de 

l'enzyme, 111gG2 moyennement résistante alors que 111gG3 et lfIgG4 sont 

beaucoup plus sensibles. Les produits majeurs de la digestion sont F(ab1)2 et 

pFc1 pour les quatre sous-classes. Cependant, des fragments mineurs de 

type F(abl) sont produits pour les sous-classes IgG2, IgG3 et IgG4. Ces 

fragments correspondent pour 111gG2 et lrIgG3 à une digestion du fragment 

F(abl)Z Dans le cas de 111gG4, ils correspondent $ la digestion de la frac- 

tion des IgG4 dans laquelle les ponts disulfure inter-chaînes lourdes ne sont 

pas formés (caractéristique liée B la lenteur d'oxydation des ponts inter- 

chaînes lourdes ; voir paragraphe B). 

1.3. Autres enzvmes 

1.3.1 Trypsine 

L'action de la trypsine a été étudiée par MEDGYESI et al. (1971). 

L11gG2 est résistante A l'action de cet enzyme alors que les autres sous- 

classes sont clivées en fragments Fab(t) et Fc(t) analogues à ceux produits 

lors de l'hydrolyse par la papaïne. 

1.3.2. Plasmine 

La plasmine a une action sur les IgG humaines analogues h celle de la 

papaïne 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 dlIgG humaines. Les résultats 

sont assez similaires $ ceux obtenus par action de la papahe en présence de 

cystéine : très grande sensibilité de 111gG3, résistance de 111gG2, sensibilité 

intermédiaire des IgGl et IgG4, 



1.3.3. Armillaria mellea protéase 

L'action de cet enzyme qui coupe la liaison peptidique impliquant le 

groupement a -aminé des résidus de lysine a été étudiée par HUNNEYBALL 

et STANWORTH (1975). Les produits majeurs obtenus sont de type Fab et 

Fc. Trois sous-classes : IgG1, IgG3 et IgG4 sont très sensibles B l'action de 

l'enzyme alors que 111gG2 y est résistante. 

1.3.4. Elastase lysosomiale 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 lfIgG1 et 111gG3 sont beaucoup plus sen- 

sibles & l'action de cet enzyme que les IgG2 et IgG4. Des résultats légère- 

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 B l'action de l'enzyme, I1IgG3 étant la plus rapidement hydro- 

lysée. BAICI et al. (1980) ont analysé les fragments obtenus après protéo- 

lyse par l'élastase leucocytaire et montré que les fragments ohtenus sont trés 

similaires B ceux obtenus par action de la papaïne en temps courts de diges- 

tion (MICHAELSEN et NATVIG, 1973). Le rôle biologique possible de cet 

enzyme dans la dégradation des complexes immuns a été évoqué (FOLDS et 

al., 1978). 

Les différences de sensibilité B 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 humaines une hétéro- 

généité de sensibilité 21 la protéolyse enzymatique, hétérogénéité liée à la 

nature de la sous-classe. Une étude de POTTER (1967), comparant diffé- 

rentes IgG monoclonales, montre que, parmi les sous-classes dlIgG, llIgG1 

semble la plus résistante à l'action de la papaZne en présence de cystéine. 



TABLEAU 2. -  DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLYSE 
ENZYMATIQUE DES SOUS-CLASSES D '  IgG HUMAINES, 
FRAGMENTS OBTENUS 

- S E N S I B I L I T E  
. Digest ion en  l 'absence de cys té ine  IgG3 > IgGl > IgG2, IgG4 

. Digestion en présence de cys té ine  IgG3 > IgGI , IgG4 > IgG2 

- FRAGMENTS O B T E N U S  

. Digest ion en l 'absence de cys té ine  IgGl : IgG + Fab + Fc 
IgG2 : IgG 
IgG3 : Fch + Fab 
IgG4 : IgG (+ Fab + Fc) 

. Digestion en présence de cystéine 

= Fragments majeurs 

= Fragments mineurs 
(obtenus en  temps c o u r t  de 

A "U. 

d i  ge s t i o n )  

- S E N S I B T L I T E  

- FRAGMENTS O B T E N U S  

= Fragments majeurs 

= Fragments mineurs 

TRYPSINE 
- S E N S I B i L I T E  

- FRAGMENTS O B T E N U S  

Fab + Fc 

IgGl : ~ a b / c  
IgG2 : F(ab)2 
IgG3 : Fch 
IgG4 : F(abI2 

IgG3, IgG4 > IgG2 > IgGl 

I d e n t i q u e  à l a  t r y p s i n e  

A-MELLEA PROTEASF 

- S E N S I B l L l T E  

- FRAGMENTS O B T E N U S  

IgG1, IgG2, IgG3 > IgG2 

Fab e t  Fc 

ELASTASF l YSOSOMIAhS, D E S  PO1 YNUCl ÉAI RES 

- S E N S l B I L l T E  IgG3 > IgGl > IgG2, IgG4 

- FRAGMENTS O B T E N U S  1 g ~ 1  : Fab + Fc + ~ a b / c  (mineur) 
IgG2 : Fab + Fc + Bab)2 (mineur) 
IgG3 : Fab + FC + F c ~  (mineur) 
I ~ @ +  : Fab + Fc + F(abI2 (mineur) 



L'étude la plus complète a été réalisée par GORINI, MEDGYESI et 

DORIA (1969). La sous-classe IgGl est la plus résistante Q la protéolyse par 

la papaïne (en l'absence de cystéine) et B l'hydrolyse par la trypsine. La 

papaïne libère de llIgG1 un fragment de type F(ab)2 de poids moléculaire 

115 000 daltons alors que les IgG2a et IgG2b sont hydrolysées en Fab et Fc. 

La trypsine (en l'absence de cystéine) clive les IgGl et IgG2a en fragments 

de haut poids moldculaire (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 Fc(t). L'addition de cystéine augmente le degré de protéo- 

lyse des IgG2a alors qu'elle est sans effet sur les IgG1. L11gG2b est 

extrêmement sensible à l'action de la pepsine. Le fragment produit par 

hydrolyse pepsique de lfIgG2b est de type F(abf) alors qu'il est de type 

F(abr)2 pour les IgGl et IgG2b. DISSANAYAKE et HAY (1975) ont étudié la 

sensibilité Q la pepsine des Fc dlIgG1, IgG2a, IgG2b. Le Fc d11gG2a est 

totalement résistant B l'action de la pepsine alors que les Fc dlIgG1 et IgG2b 

sont transformés en un fragment de type pFcr. Les principaux résultats 

obtenus sur les IgG de Souris sont résumés dans le tableau 3. 

3. IgG D'AUTRES ESPECES ANIMALES 

3.1. IEG DE COBAYE 

L'action de la papaïne et de la pepsine sur les deux sous-classes dlIgG 

du Cobaye, IgGl et IgG2, a été étudiée par LESLIE, MELAMED et COHEN 

(1971). La digestion par la papaïne (en présence de cystéine 10 mM) libère 

un Fab et trois fragments Fc : Fc covalent, Fc non covalent et Fcl, de 

111gG2 de Cobaye, alors qu'un fragment de type Fcl et un fragment Fab sont 

libérés par digestion de llIgG1 (figure 5).  LIIgG1 est plus sensible B l'action 

de la papaïne que 111gG2. Cette sensibilité ne s'interprète pas de la même 

façon que pour les IgG humaines ou de Souris, puisqulil semble qu'elle 

corresponde plutôt Q une fragilité de domaine C Y 2 vis-à-vis de la protéolyse 

qu'à une plus grande sensibilité de la région charnière. Cette sensibilité du 

domaine C y 2  est retrouvée lors de la digestion par la pepsine puisque la 

transformation de 111gG2 en F(ab1)2 et pFcl est très lente (environ 8 heures) 

alors que celle de llIgG1 est beaucoup plus rapide (1 heure). 



TABLEAU 3.- DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLYSE 
ENZYMATIQUE DES SOUS-CLASSES D'IgG DE SOURIS. 
PRINCIPAUX FRAGMENTS OBTENUS 

- S E N S 7 B T L I T E  

. Digestion en l'absence de cystéine IgG2b > IgG2a > IgGl 

- F R A G M E N T S  O B T E N U S  

. Digestion en l'absence de cystéine IgGl : F(ab)2 

IgGZa, IgG2b : Fab et Fc 

. Digestion en présence de cystéine Fab et Fc 

LILLE , 
J, 

- F R A G M E N T S  O B T E N U S  

TRVPsINE 

- S E N S 7 B T L T T E  

- F R A G M E N T S  O B T E N U S  

IgG2b >> IgG2a, IgGl 

IgG2b > IgG2a, IgGl 

IgGl, IgG2a : F(ab)? 

IgG2b : Fab(t) et Fc(t) 
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Figure 5.- Représentat ion schématique des Fc des IgGl e t  IgG2 de Cobaye 

indiquant les fragments obtenus pa r  d i g e s t i o n  par  l a  papaïne e t  pa r  l a  

pepsine (d 'après L e s l i e ,  Melamed e t  Cohen, 1971). La papaïne l i b è r e  de 

l'IgG2 un Fc covalent  (58 000 da1 tons ) ,  un Fc non covalent  (29 000 dal tons)  

e t  deux fragments Fc' (environ 8 000 da l tons )  qui  d i f f è r e n t  p a r  l e u r  ext ré-  

mité C-terminale. La d iges t ion  de l 'IgG1 p a r  la  papaïne p rodu i t  un frag- 

ment Fc covalent (58 000 dal tons)  e t  un Fc' (11 000 da l tons ) .  La d iges t ion  

pepsique a b o u t i t  à l a  formation d'un fragment pFcf (13 000 dal tons)  pour 

l e s  deux sous-classes. 



3.2. IgG BOVINES 

Deux sous-classes majeures dlIgG existent dans l'espèce bovine : IgGl 

et IgG2. LIIgG1 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 à la 

papaïne et B la pepsine de ces deux sous-classes. Des différences mineures 

ont été observées lors du traitement par la papaïne en présence de cystéine, 

llIgG1 apparaissant légèrement plus résistante B l'action enzymatique que 

111gG2. A l'inverse, llIgG1 apparaît beaucoup plus sensible à l'action de la 

pepsine que 111gG2. De plus, le fragment pFcl de 111gG2 est de taille plus 

importante que celui libéré de llIgG1, ce qui indique que les sites de clivage 

par la pepsine diffbrent selon la sous-classe. 

3.3. IgG DE CHEVRE 

Les deux sous-classes dlIgG de Chèvre : IgGl et IgG2 présentent une 

différence de sensibilité à l'action de la papaïne (en l'absence de cystéine). 

1 L'hydrolyse de lYIgG1 est beaucoup plus rapide que celle de 111gG2. Cette 

sensibilité a été observée aussi bien pour llIgG1 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 dlIgG qui puissent être 

distinguées par leurs caractères antigéniques . Cependant, deux formes 

dlIgG, l'une résistante à l'action de la papaïne, 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 à la protéo- 

lyse est conférée par la présence d'une copule glucidique dans la région 

charnière de 1'IgG. Cette copule glucidique semble également responsable des 

différences d'activité biologique. 



4. CONCLUSIONS 

Ce long inventaire de l'action des enzymes protéolytiques sur les 

sous-classes dlIgG de diverses espèces animales montre que, dans tous les 

cas, une sous-classe se révèle particulièrement résistante à l'action des 

enzymes protéolytiques agissant essentiellement sur la région charnière tels 

que la papaïne. Cette caractéristique permet, par exemple, l'identification de 

la sous-classe IgG2 humaine ou de la sous-classe IgGl murine. Il existe 

également des différences de sensibilité Q la protéolyse enzymatique qui 

correspondent Q une hydrolyse plus ou moins grande du domaine C Y 2. C'est 

ce que l'on observe pour l'action de la pepsine ou pour l'hydrolyse prolongée 

par la papaïne. 

Les mécanismes de la résistance plus ou moins importante à l'action de 

divers enzymes protéolytiques ne sont pas clairement expliqués. Dans le cas 

des IgG de Lapin, la résistance d'une sous-population dlIgG Q l'hydrolyse 

par la papaïne semble conférée par la présence d'un glycanne dans la région 

charnière. Cette particularité structurale n'a pas été retrouvée pour les IgG 

d'autres espèces animales, L'augmentation de la sensibilité à l'hydrolyse par 

la papaïne liée à l'addition d'un agent réducteur tel que la cystéïne, suggère 

que la réduction (partielle ou totale) des ponts disulfure inter-chaînes de la 

région charniére a pour conséquence une augmentation de la flexibilité de 

cette région et donc de son accessibilité à l'action de l'enzyme. 

Il est donc probable que la flexibilité et l'accessibilité de la région 

charnière soient les facteurs limitant la protéolyse enzymatique par la papaïne 

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 

Q la protéolyse enzymatique : chez la Souris, par exemple, IgGl et IgG2a 

possèdent le même nombre de ponts disulfure inter-chaînes (3) mais l'une 

(IgG2a) est sensible à l'action de la papaïne alors que l'autre (IgG1) y est 

très résistante. On peut cependant remarquer que les sous-classes les plus 

sensibles Q l'action de la papaïne (ainsi qu'A celle de la trypsine) sont celles 

dont les régions charnières sont les plus longues : IgG3 (66 acides aminés) 

chez l'Homme, IgG2b (25 acides aminés) chez la Souris. A l'inverse, les 

sous-classes les plus résistantes sont celles qui possèdent la plus courte 



région charnière : IgG2 et IgG4 humaines (16 acides aminés), IgGl murine 

(16 acides aminés) (voir paragraphe D) .  La seule exception est représentée 

par les IgGl et IgG2 de Cobaye ; en effet, llIgG1, dont la région charnière 

est la plus courte, est plus sensible à l'action de la papaïne que 111gG2. Il 

faut cependant noter que, dans ce cas, la protéolyse par la papaïne de 

ltIgG1 convertit llIgG en Fab et en Fcl, avec transformation du domaine C Y 2 

en peptides. De ce fait, la sensibilité de llIgG1 de Cobaye B la papaïne 

traduit plutôt une sensibilité à la protéolyse du domaine C Y 2 qu'une sensi- 

bilité de la région charnière. 

D - DIFFERENCES STRUCTURALES ENTRE SOUS-CLASSES D'IgG 

1. SEQUENCE EN ACIDES AMINES 

La structure primaire d~immunoglobulines monoclonales appartenant à 

différentes sous-classes d1IgG a été déterminée chez l'Homme et dans diffé- 

rentes espèces 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 dlIgG de différentes espèces 

animales. 

Les études les plus complètes ont été réalisées sur les sous-classes 

dlIgG humaines, murines et de Cobaye. Dans ces 3 modèles, les séquences 

des domaines constants (figures 6 ,  8 et 10) et des régions charnières 

(figures 7 ,  9 et 11) ont été déterminées. Les comparaisons structurales 

permettent de dégager 3 points essentiels : 

l l0 - Les différences observées au sein de ces différentes espèces ne sont 

pas les mêmes : chez l'Homme, les homologies entre domaines constants sont 

très importantes (plus de 90 % pour chaque domaine C Y 1,  CY 2 et CY 3 )  ; 

chez la Souris les différences entre sous-classes, en particulier IgGl et 

IgG2a sont beaucoup plus grandes que chez l'Homme puisque l'homologie 

entre domaines constants est de 60 B 80 % seulement. Ces données impliquent 

que la diversification en sous-classes n'a pas la même signification dans 

différentes espèces animales. Les données acquises chez l'Homme suggèrent 

que la divergence de sous-classes est un phénomène apparu récemment au 
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Figure 7.- Séquence des régions charnières des sous-classes IgGI, IgG2, 

IgG3 e t  IgG4 humaines. 

Les nombres en-dessous des séquences des régions charnières d' IgG1 e t  d11gG2 

s e  ré fè ren t  aux séquences complètes de la chaîne lourde yl EU (Edelman e;t 
al., 1969) e t  de l a  chaîne lourde y2 TïL (Wang, Tung e t  Fudenberg, 1980). 

L'homologie de l a  séquence, répétée t r o i s  f o i s  de façon identique dans l a  

région charnière de 1' 1863, avec c e l l e  de l a  région charnière de 1 ' IgGl 

e s t  indiquée. De  même son t  encadrées l e s  séquences identiques des régions 

charniisres des IgG1, IgG2 e t  IgG4. Les s i t e s  de cl ivage par l a  papaïne (PAP) 

i d e n t i f i é s  (Press et-Hogg, 1970 ; Michaelsen, Frangione e t  Franklin,  1977 ; 

Wang, Tung e t  Fudenberg, 1980) sont également indiqués. 
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cours de lrévolution, alors que chez la Souris, il apparaît que la divergence 

des sous-classes est un phénomène relativement ancien de llévolution. 

2 O  - 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 Y 1 des IgGl et IgG2b de Souris, mais seulement 55 % 

entre leurs domaines C Y 3.  La détermination complète des séquences nucléoti- 

diques des gènes Y 1, 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 à ce phénomène. En effet, 

les séquences nucléotidiques codant pour le domaine C Y 1 et pour une partie 

de lfintron suivant (intron I l ) ,  présentent une grande homologie dans le cas 

de IIIgG1 et de 111gG2b. Ceci suggère qu'un lléchangell de domaines s'est 

effectué par un mécanisme de crossing-over non homologue, le point de 

crossing-over étant localisé au milieu de llintron I l .  Un crossing-over non 

homologue se serait également produit au cours de l'évolution entre les gènes 

Y2a et Y2b (voir figure 12) .  Ce crossing-over aurait également permis 

llintroduction du domaine C Y 1 de lqIgG2a dans le gène codant pour 111gG2b 

(OU l'inverse). 

3O - La région charnière est la zone où les différences de séquences entre 

sous-classes sont les plus importantes quelle que soit l'espèce étudiée. C'est 

ainsi que les sous-classes dlIgG humaines, dont les domaines constants C Y 1, 

C Y 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 charnières. On 

notera en particulier dans la figure 7 ,  la structure de la région charnière de 

111gG3 humaine comportant 66 acides aminés alors que les autres régions 

charnières ne comportent que 16 ou 19 acides aminés. L'originalité de la 

structure de la région charnière suggère que le gène codant cette séquence 

a évolué beaucoup plus rapidement que les autres gènes C Y , 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 gène codant pour la région charnière a été apportée par 

TUCKER et al. (1979). Ces auteurs ont montré que le gène codant pour les 

domaines constar.ts de la chaîne Y 2b était composé de 4 exons codant succes- 

sivement pour le domaine C Y 1, la région charnière, les domaines C Y 2 et 



- 
rn U 
al .rl 
E  O 

Ial k 
M U 

!al 
al 

a 1 
m rl 
u a 

B a 
M a 
al 
m 4 

P 

m 

B 
cal 
C 
O 
m 

2 
Ial w 

.ç xa Temps M -. - O 

2-%\ 

(II U 
s 
% a 3  
2oroI w 

", +l 

.r( 
U 

Fi 
cal 

."O 
m 

m U 
al 4 3 :  
4 u !al 
Q E C  
0 : s  
N cal - 

r (  ~i a 
~i a 
O a J r n  
s u c  

O 
rn rn .rl 
aJ cal rl 
E k d  
M Fi .ri - d ; x  .. 

(II 
al 
k 
3 



C Y 3 ; ces exons sont séparés par trois introns ( I l ,  12, 13). Il est apparu 

que la séquence nucléotidique de l'ensemble (intron I l  + exon codant pour la 

région charniére) présentait une homologie relativement importante avec celles 

codant pour les domaines C Yl, C Y 2 et C Y3. Ceci suggère que cet ensemble 

correspond B un domaine ancestral, homologue du domaine Ci12 des IgM, et 

que l'expression du gène codant pour la région charnière résulterait en fait 

d'une modification des sites de 'tsplicing't dans le gène ancestral (figure 13). 

Cette possibilité d'utilisation d'une partie d'un gène codant pour un domaine 

pour produire un exon codant pour la région charnière est probablement une 

des raisons qui expliquent les divergences importantes qui peuvent exister 

entre les régions charnières de différentes sous-classes. 

STRUCTURE DES GLYCANNES 

Toutes les IgG contiennent une copule glucidique par chaîne Y , localisée 

dans le domaine C Y 2 (voir la revue de BEALE et FEINSTEIN, 1976). Le 

glycanne est lié B l'axe peptidique par une liaison de type N-glycosidique, le 

résidu de N-acétylglucosamine étant lié à l'asparagine en position 297 de la 

chdne Y 1 de l~immunoglobuline EU ou B une position tout à fait homologue 

dans d'autres chaînes (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) pour différentes IgG normales ou myélomateuses montrent qu'il 

s'agit d'une structure de type N-acétyl-lactosaminique plus ou moins com- 

plète : comportant 0 , l  ou 2 acides sialiques, 0 ,  1 ou 2 galactoses. Dans 

certains cas, la structure se limite au "coret' : Man a 1 - 6 (Man a 1-3) 

(GLcNAcBl-4 Manfil-4 GLcNAcO 1 - 4  ( - + FUC al-6)  GLcNAc. 

MIZOUCHI et al. (1982) ont montré que les IgG myélomateuses contiennent 

ces différentes structures en proportions très variables d'une immunoglobu- 

line à une autre. A l'inverse, la proportion des différentes structures ob- 

servée dans le cas dfIgG normales est relativement constante d'un échantillon 

à un autre. Jusqu'à présent, il n'a pas été démontré de différences dans la 

structure de ce glycanne en relation avec la sous-classe dtIgG. 



Site de 
"splicing" 

Figure 13.- S c h h  illustrant l'hypothèse de Tucker a&. (1979) 

selon laquelle une partie de l'intron 1 et le gène codant la 1 
région charnière (H) seraient issus d'un gène CH ancestral. L'exon 2 
codant pour la région charnisre résulterait de l'apparition dans le 

gène CH d'un site supplémentaire de "splicing". 2 



Il existe cependant chez le Lapin une sous-population dlIgG caractérisée 

par l'attachement de type O-glycosidique d'un résidu de N-acét ylgalactosamine 

à une thréonine dans la région charnière (FANGER et SMYTH, 1972 a ,b)  . 
Cet attachement est asymétrique, le résidu de N-acétylgalactosamine n'étant 

présent que sur une seule des deux chaînes. La présence de ce résidu de 

galactosamine explique la résistance la papaïne de cette sous-population 

dtIgG 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 espèces animales. 

E - DIFFERENCES CONFORMATIONNELLES ENTRE SOUS-CLASSES D'IgG 

Alors que de très nombreux travaux ont été consacrés & l'étude de la 

conformation des immunoglobulines G en solution, en particulier l'étude des 

flexibilités relatives des parties Fab et Fc, des modifications observées lors 

de la fixation de l'antigène 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 Q l'une des quatre sous-classes dTIgG humaines. Leurs 

résultats montrent que 111gC3 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 très probablement lié à la structure 

de la région charnière de 111gG3, région très étendue (66 acides aminés) et 

comportant 15 ponts disulfure. D'autres études (JOHNSON, MICHAELSEN et 

SCOPES, 1975) ont montré que cette région charnière de 111gG3 a une struc- 

ture très ordonnée, contenant un grand pourcentage de structure en feuillet 

plissé P . SJOBERG et al. (1980) ont montré que la forme globale de la molé- 

cule dfIgG3 est très différente de la structure classique en Y (ou en "tête 

de Mickeyv) déduite des études de diffraction de rayons X de llIgG1 

humaine KOL (HUBER et a l . ,  1976 ; COLMAN et al., 1976). En effet, la 

molécule d11gG3 a la forme d'un cylindre elliptique. Cette conformation très 

"étiréen est probablement liée h l'existence de la région charnière de 66 

acides aminés. Elle explique vraisemblablement la sensibilité de 111gG3 à 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. 



Une analyse très intéressante a été réalisée par le groupe de CEBRA, 

sur  les deux sous-classes dlIgG 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 

l'hypothèse que ces deux sous-classes possédaient les mêmes sites dfexpres- 

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 à 

activité anti-dansyl, ces auteurs ont mesuré la décroissance de la lumière 

fluorescente polarisée de complexes IgG-dansyllysine excités par un flash de 

lumière 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 caractère complexe de la 

courbe provient de ce que la rotation de la partie Fab autour de la région 

charnière s'ajoute au mouvement global de la molécule en solution. O r  cette 

contribution liée au mouvement de rotation de la partie Fab est beaucoup 

plus importante pour 111gG2 que pour llIgGl. Ceci suggère que la flexibilité 

de la région charnière de 111gG2 est beaucoup plus grande que celle de 

1'1 gG1. Ces différences conformationnelles sont probablement liées selon 

CEBRA et al. (1977) à la structure de la région charnière, qui est nettement 

plus courte dans lfIgG1 que dans l'IgG2 (voir la figure 11, page 3 6 ) .  Les 

mêmes auteurs ont analysé la formation de complexes entre IgGl et IgG2 

anti-dansyl et un haptène divalent, le didansyldiaminooctane. Les IgG2 for- 

ment essentiellement un dimère, les deux sites anticorps de chaque molécule 

dlIgG étant liés à l'antigène. Dans le cas des IgG1, les complexes sont des 

polymères de plus grande taille oh tous les sites anticorps ne sont pas 

occupés. Ces résultats indiquent également que la mobilité des parties Fab de 

ltIgG1 est beaucoup plus restreinte que dans le cas de 111gG2. 



CHAPITRE III 

LIAFFINITE DES SOUS-CLASSES D'IgG POUR LA PROTEINE A DE S. AUREUS : 

UN EXEMPLE DES RELATIONS ENTRE LEURS DIFFERENCES STRUCTURALES 

ET LEURS DIFFERENCES DfACTIVITE BIOLOGIQUE 

Les activités biologiques des immunoglobulines peuvent être schémati- 

quement divisées en deux catégories (figure 14)  : 

l0 La liaison B l'antigène, dénommée fonction primaire de lfimmunoglobuline , 
et qui est une propriété de la partie Fab. 

2 O  Les autres activités biologiques qui peuvent être ou non une conséquence 

de la réaction antigène-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 llimmunoglobuline dépendent pour leur expression de 

la structure de la partie constante de la chaîne lourde et plus particu- 

lièrement de la structure du Fc. 

C'est par l'expression de ces fonctions flsecondairesfl que se distinguent 

les sous-classes dfIgG. Pour chacune de ces fonctions, de très nombreux 

travaux ont cherché B définir les bases structurales de la' fonction biologique 

et B expliquer les relations entre les différences d'activité biologique des 

sous-classes dfIgG 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 très intéressante pour la purifi- 

cation des immunoglobulines de la classe IgG et dans certains cas, pour la 

séparation des différentes sous-classes dfIgG. C'est également la propriété 

biologique dont les bases structurales ont été les mieux définies, essentiel- 

lement pour les sous-classes dfIgG humaines. 
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Figure 14.- Représentation schématique de la molécule d'IgG, des principaux 

fragments obtenus par protéolyse enzymatique (Fab, F(ab')p, Fc), et localisa- 

tion dans cette structure des fonctions primaire (fixation de l'antigène) et 

secondaires (fixation du complément, cytophilie, régulation du catabolisme, 

etc.. .) (d'après Spiegelberg, 1974). CHO : site de fixation du glycanne de 

1'1g~. 



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 façon 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 première fois par FORSGREN et 

SJOQUIST (1966). La figure 15 montre comment se présente de façon 

schematique la structure de la protéine A. Quatre zones d'homologies (A, B ,  

C et D)  sont capables de se lier chacune à une molécule dlIgG ; 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 empêcherait les 

anticorps anti-bactériens d'exercer leur action sur leurs cibles (MUDD, 

1971). Son affinité pour les IgG et éventuellement pour d'autres classes 

dlimmunoglobulines, ainsi que ses différences d'affinité pour les sous-classes 

dlIgG, ont fait de la protéine A de S. aureus un réactif immunologique dont 

les applications analytiques se sont développées de façon considérable. 

B - DIFFERENCES D'AFFINITE DES SOUS-CLASSES D'IgG POUR LA 

PROTEINE A DE S. AUREUS 

La capacité des molécules dlIgG 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 dlagar 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 c ; 

KRONVALL et al., 1974), liaison dlIgG immobilisée, sur un support solide 

(agarose, polyacrylamide) B de la protéine A marquée à l'iode 125 

(LANGONE, BOYLE et BORSOS, 1977), chromatographie sur des colonnes de 

protéine A couplée au Sépharose (HJELM, HJELM et SJOQUIST, 1972).  



Figure 15.- Structure schématique de la protéine A de S. a W r W ,  avec 

ses quatre zones homologues, D, A, B, C, fixant chacune une molécule dfIgG, 

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 également 

indiqués (d'après Langone, 1982). Lysostaphine : enzyme protéolytique de 

SItaphy~coccu~ a;taphylolq;tX.cu. 



En raison de l'intérêt de la protéine A pour la purification des IgG, 

l'affinité des sous-classes dlIgG a été étudiée chez l'homme et dans de très 

nombreuses espèces animales (voir les revues de GODING, 1978 et LANGONE, 

1982). 

1. IgG HUMAINES 

KRONVALL et WILLIAMS (1969) ont été les premiers à démontrer que 

parmi les sous-classes dlIgG humaines IgG1, IgG2 et IgG4 se lient à la 

protéine A alors que 111gG3 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 111gG3 se lie à la protéine A. 

La base structurale de cette réactivité d'une fraction de 111gG3 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 légères 

d'affinité entre la sous-classe IgGl et la sous-classe IgG2 qui se manifestent 

lorsqulun gradient de pH descendant est appliqué sur une colonne de pro- 

téine A-Sépharose. La majorité de l'IgG2 est éluée B p H  4,7, alors que la 

majorité de llIgG1 est éluée à pH 4,3. 

2. IgG DE SOURIS 

Initialement, KRONVALL , GREY et WILLIAMS ( 1970 a) montraient que 

les sous-classes IgGZa, IgGZb et IgG3 sont absorbées sur des suspensions 

bactériennes de S. aureus (Cowan strain 1) contenant de la protéine A. La 

fixation de llIgG1 n'était pas mise en évidence. Cependant, ultérieurement 

l'affinité de llIgG1 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 llIgG1 est plus faible que celle d'autres 

sous-classes. Cela se traduit par le fait que lorsqulun gradient de thio- 

cyanate de sodium est appliqué sur une colonne de protéine A-Sépharose à 

pH 7,4, llIgG1 est éluée par une molarité 0 ,5  M alors que les IgG2 sont 



éluées entre 1,5 M et 2 M. De même, si un gradient de pH descendant est 

appliqué, I1IgG1 est éluée par un tampon de pH 7,O à 6,0, alors que 111gG2a 

est éluée à pH 4,5 - 5,O et 111gG2b à pH 3,5 - 4,O (EY et al. , 1978). Ces 

différences d'affinité permettent donc la purification des sous-classes dlIgG 

de souris (IgG1, IgG2a, IgG2b) à partir du sérum. La purification de 111gG3, 

qui est présente en proportion très faible dans le sérum de Souris, est 

possible en utilisant la technique décrite par SEPPALA et al. (1981). Ces 

auteurs ont montré que 111gG3 est éluée par un tampon de pH 4,5 et peut 

être séparée de 111gG2a 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 I1allo- 

type a et j sont éluées à pH 5,0, alors que les IgG2a ayant llallotype b sont 

éluées à pH 4,5. 

3. IrrG DE COBAYE 

Les deux sous-classes dlIgG : IgGl et IgG2 fixent la protéine A 

(FORSGREN, 1968 ; STALENHEIM et MALMHEDEN-ERIKSSON, 1971 ; GROV, 

1973 ; ENDRESEN, 1979 b). L'affinité de 111gG2 semble plus importante que 

celle de llIgG1 (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 dlIgG (IgG1 et IgG2) de différentes espèces de 

Hamster, présentent des différences d'affinité pour la protéine A et peuvent 

de ce fait être séparées par chromatographie sur protéine A-Sépharose en 

utilisant un gradient de pH descendant (COE et al., 1981). 

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

La liaison Q la protéine A des deux sous-classes dlIgG de Chèvre, IgGl 

et IgG2, a été étudiée par DELACROIX et VAERMAN (1979) et DUHAMEL, 

MEEZAN et BRENDEL (1980). A pH 9,1, llélution de llIgG1 est retardée sur  

une colonne de protéine A-Sépharose (ce qui permet la séparation des autres 



protéines du sérum). L'élution de 111gG2 est obtenue par abaissement du pH 

à 5,9 (DELACROIX et VAERMAN, 1979). DUHAMEL et al. (1980) ont rapporté 

des résultats différents pour llIgG1 puisqulils suggèrent que son élution est 

obtenue à p H  6,7. 

GOUDSWAARD et al. (1978) ont montré que llIgG1 de Mouton a une 

faible affinité pour la protéine A ,  puisqulelle n'est pas retenue d'une colonne 

de protéine A-Sépharose Q pH 7,5. A l'inverse, 111gG2 a une affinité 

beaucoup plus grande (élution Q pH 2,5): Des résultats similaires ont été 

obtenus pour les IgGl et IgG2 bovines (GOUDSWAARD et al., 1978). 

6. IEG D'AUTRES ESPECES 

La liaison de la protéine A Q des IgG de nombreuses autres espèces a 

été étudiée. Chez le Porc, 90 à 96 % des IgG se lient à 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 dlélution hétérogène quand un gradient de chlorure 

de magnésium est appliqué Q une colonne de protéine A-Sépharose (ZIKAN, 

1980). Chez le Lapin, une faible proportion des IgG ne se fixe pas à la 

protéine A ,  mais l'interprétation de cette hétérogénéité en terme de sous- 

classes ne peut être faite (GODING, 1976). Chez le Chien, la totalité des 

sous-classes dlIgG se lie à une colonne de protéine A-Sépharose (WARR et 

HART, 1979) et des différences d'affinité n'ont pas été mises en évidence. 

De même chez le Cheval, (GOUDSWAARD et al., 1978), les quatre sous- 

classes : IgGa, IgGb, IgGc et IgG(T) se lient B 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 B peu près complètement définies, essentiellement pour les IgG 

humaines. Ceci a pu être réalisé grâce à llutiiisation de différents types 

d'approches rnét hodologiques très intéressantes : 



l0 L'étude de la liaison de fragments dfIgG à la protéine A. 

2 O  L'analyse de l'affinité pour la protéine A dlIgG dont les ponts disulfure 

inter-chaînes ont été réduits, ou dlIgG qui comportent une délétion de la 

région charnière. 

3O La cristallisation d'un complexe entre Fc dlIgG et fragment B de la 

protéine A,  et la détermination de la structure tridimensionnelle de ce 

complexe. 

4 O  L'analyse de l'affinité pour la protéine A dfIgG chimiquement modifiées sur 

certains acides aminés. 

5 O  L'analyse structurale d'une IgG3 myélomateuse humaine ayant la propriété 

de se lier ti la protéine A. 

1. LIAISON DE FRAGMENTS DfIgG A LA PROTEINE A 

Les études réalisées dans différents modéles (Homme, Souris, Lapin, 

Cobaye principalement) ont montré que le Fc de lfIgG se lie A la protéine A. 

Une certaine réactivité de la partie Fab a été observée dans certaines 

espèces animales, par exemple chez l'Homme (INGANAS , JOHANSSON et 

BENNICH, 1980 ; INGANAS, 1981), le Cobaye (GROV, 1973 ; ENDRESEN, 

1979 b) et le Porc (ZIKAN, 1980) m a i s  la liaison est faible et  ne semble pas 

impliquer les mêmes séquences de la protéine A que celles qui se lient à la 

partie Fc. 

Divers fragments du Fc de IIIgG1 humaine, correspondant soit au do- 

maine CY 3 (Fef ; KRONVALL et FROMMEL, 1970 ; pFcl, SKVARIL et al., 

1980), soit au domaine C Y 2 (ENDRESEN et GROV, 1976) sont incapables de 

se lier B la protéine A. A l'inverse, des fragments du Fc contenant une 

chaîne (c'est-&-dire un ensemble C Y 2 + C Y3) intacte sont capables de se 

lier à la protéine A (ENDRESEN et GROV, 1976) (figure 16). De même, chez 

le Lapin, ni le fragment Facb (IgG dépourvue du domaine C Y3), ni les 

fragments F(ab1)2 et pFcl ne sont reactifs vis-à-vis de la protéine A 

(STEWART, VARRO et STANWORTH, 1978). STEWART et al. (1978) ont 

montré qu'un hydrolysat par la plasmine de llIgG qui contient un mélange de 

Facb et pFc n'est pas capable de se lier A la protéine A. Lknsemble de ces 

résultats suggère que la liaison à la protéine A nécessite une chaîne 

C Y 2-C Y3 intacte. 
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Figure 16 .- Diagramme représentant  de façon schématique l e s  d i f f é r en t s  

fragments obtenus p a r  hydrolyse trypsique du Fc dlIgG humaine (digest ion 

après ac id i f i c a t i on  du Fc) . Les fragments de l a  pa r t i e  d r o i t e  de l a  f igure  

-correspondant s o i t  à un dimère covalent du domaine CH2, s o i t  au domaine CH3- 

sont  incapables de se  l i e r  à l a  proté ine  A. Les fragments de l a  p a r t i e  gau- 

che de l a  f igure  se  l i e n t  B la proté ine  A. ûn observe que ces d i f fd ren t s  

fragments contiennent tous une chaîne du Fc i n t ac t e .  Ceci indique que l e s  

domaines CH2 e t  CH3 pa r t i c ipen t  tous deux à l ' i n t e r ac t i on  avec l a  proté ine  A 

(d'après Kronvall e t  Frommel, 1970 ; Endresen e t  Grov, 1976 ; Skvar i l  e-t d., 
1980). 



2. LIAISON A LA PROTEINE A DfIpG REDUITES OU DfIg.G 

PRESENTANT UNE DELETION DE LA REGION CHARNIERE 

La réduction des ponts disulfures de la région charnière n'affecte 

pas la liaison de llIgG Q la protéine A (KLEIN et al., 1981). De même, des 

IgG humaines dont la région charnière est absente ont une affinité intacte 

pour la protéine A (KLEIN et al., 1981). Ainsi, h la différence d'autres 

activités biologiques comme la fixation du complément ou l'interaction avec les 

leucocytes, la région charnière ne joue aucun rôle dans la liaison de llIgG à 

la protéine A. 

3. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DU COMPLEXE ENTRE Fc DIIgG1 

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 dlIgG1-fragment B de la protéine A a 

permis de définir très précisément les résidus d'acides aminés de llIgG 

impliqués dans la liaison avec la protéine A (figure 17). Ces résidus appar- 

tiennent Q la fois au domaine C Y 2 et au domaine C Y 3. Dans le domaine C Y 2 

: la méthionine en position 252, llisoleucine 253, la sérine 254, la valine 305, 

la leucine 309, l'histidine 310, la glutamine 311 et l'asparagine 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 dlIgG humaines (voir la figure 6)  sauf l'histidine 435 qui est 

remplacée par une arginine dans le cas de 111gG3 (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 llallotype G3m(b)). Ainsi, 

la comparaison des données cristallographiques avec les séquences des sous- 

classes dlIgG humaines suggérait que l'histidine en position 435 pouvait jouer 

un rôle très important dans l a  liaison des IgG1,2 et 4 à la protéine A et 

expliquer l'absence d'affinité de 111gG3. 
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Figure 17 .- Structure  t r id imensionnel le  du complexe e n t r e  Fc d'IgG1 

humaine e t  fragment B de l a  proté ine  A  de S. WI)U (d'après Deisenhofer, 

1981). Le fragment B de l a  proté ine  A (FB) e s t  en  t r a i t s  p lus  foncés que 

l e  Fc de l'IgG1. L a  zone d ' in te rac t ion  e n t r e  l e  fragment B e t  l e s  résidus 

d 'ac ides  aminés des domaines Cy2 e t  Cy e s t  encadrée. Le rés idu d ' h i s t i -  3 
dine en position 435 de l a  chaîne y des IgGI , IgG2 e t  IgG4 (sous-classes 

se l i a n t  à l a  p ro té ine  A) e s t  indiqué p a r  une é t o i l e .  C e  r é s idu  e s t  subs- 

t i t u é  p a r  une a rg in ine  dans l 'IgG3 (sous-classe qui  n ' a  pas d ' a f f i n i t é  

pour l a  protéine A ) .  



4. LIAISON A LA PROTEINE A DIIgG CHIMIQUEMENT 

MODIFIEES SUR CERTAINS ACIDES AMINES 

La modification d'un trés grand nombre de résidus de lysine de llIgG 

humaine et de llIgG de Lapin par carbarnylation (KRONVALL, QUIE et 

WILLIAMS, 1970 b ,  STEWART et ai., 1978) ne modifie pas la capacité de 

liaison h la protéine A. De même, la modification des résidus de tyrosine par 

nitration (18 sur  19 résidus) n'altère 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 façon significative 

l'interaction entre IgG humaine et protéine A dès 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 puisqulelle possède 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 C Y  3, et la séquence 

C-terminaie, sont de type I g G l .  Parmi les résidus d'acides aminés inhabituels 

dans la séquence de cette IgG3, on retrouve lrhistidine 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, l'histidine 435 des 

IgG humaines joue un rôle capital dans la liaison Q la protéine A. 

D - CONCLUSIONS 

Les études réalisées chez l'Homme et dans différents modèles 

expérimentaux ont montré que la protéine A de S. aureus peut être utilisée 

pour séparer de façon plus ou moins complète les sous-classes dlIgG 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 Q la protéine A. En particulier l'affinité des IgG1, 2 et 4 et 

l'absence d'affinité de 111gG3 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 llIgG humaine B la 

protéine A. Les résidus d'acides aminés en position homologue des IgG de 

Souris e t  de Cobaye sont également indiqués. Cette comparaison ne permet 

pas d'expliquer très clairement les bases structurales des différences 

d'affinité qui existent entre sous-classes dlIgG de Souris ou de Cobaye. On 

peut seulement remarquer que la séquence Met-Ile-Ser (252-254) des IgG2a et 

IgG2b murines (IgG B forte affinité pour la protéine A) est remplacée par la 

séquence Thr-Ile-Ser dans llIgG1 qui a une affinité plus faible. Mais, on 

remarque par exemple que 111gG2b murine, qui a une très forte affinité pour 

la protéine A, ne possède pas d'histidine en position homologue du résidu 

d'histidine 435 des IgG humaines, m a i s  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 dlIgG de Souris ou de Cobaye. On 

peut même suggérer pour ces IgG de différentes espèces animales que des 

résidus d'acides aminés en position non homologue de ceux des IgG humaines 

sont impliqués dans la liaison B la protéine A .  

En conclusion, si dans le cas des IgG humaines, les bases structurales 

de la liaison Q la protéine A sont définies clairement, il n'en est pas de même 

pour les IgG d'autres espèces animales. En particulier, les points suivants 

ne sont pas expliqués : 

- les acides aminés impliqués dans la liaison à la protéine A des sous-classes 

dlIgG de différentes espèces animales 

- les éléments de structure qui expliquent les différences d'affinité de 

sous-classes par exemple lorsque llélution des IgG est obtenue par un 

gradient de pH descendant sur  une colonne de protéine A-Sépharose 

- le rôle exact joué par la partie Fab dans ces différences d'affinité. 
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REMARQUE PRELIMINAIRE 

Nos travaux personnels correspondent ti la fois à des travaux ayant fait 

l'objet de publications et à des résultats non publiés, qui représentent le 

plus souvent un complément d'information aux travaux publiés. Les résultats 

non publiés seront bien entendu présentés l'in extenso". En ce qui concerne 

les résultats publiés, le lecteur sera invité à 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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ABSTRACT 

Rousseaux, J. and Bazin, H., 1979. Rat immunoglobulins. Vet. Immunol. 
Immunopathol., 1 :  61-78. 

Five imrnunoglobulin i sotypes  ( o r  c l a s s e s )  have been i d e n t i f i e d  i n  

the human as well a s  i n  the r a t  species.  The-homologies between 

the h q a n  and the  r a t  immunoglobulin c l a s s e s  have been well  def i -  

ned with the  help of the  monoclonal immunoglobulins produced by 

the LOU immunocy tomas ( p l  asmocy tomas, myeloma tumours) . The LOU r a t  

imaninocytomas mode1 , the physicochemical and the  b iological  pro- 

p e r t i e s  of the  rat immunoglobulins a r e  described i n  t h i s  review. 

INTRODUCTION 

Five immunoglobulin c l a s s e s  o r  i sotypes  have been i d e n t i f i e d  i n  

the human species.  A s  f a r  a s  we know, the general  physicochemical 

and b io log ica l  p roper t i e s  of these  immunoglobulin c l a s s e s  a r e  very 

well maintained throughout the mammalian spec ies  and probably i n  

bfrds  too. Major d i f f i c u i  t i e s  i n  character iz ing the equivalent  of 

the f i v e  human immunoglobulin i sotypes  (IgM, IgD, IgA, IgE and 

IgG) have not been met i n  spec ies  such as the  mouse o r  t h e  r a t  

where many monocl onal  immunoglobul i n s  could be s t u d i  ed . When 

ne i the r  aminoacid sequences nor  immunological cross-react iv i ty  

were knoorn, o t h e r  biochemical o r  b io log ica l  inhjor p roper t i e s  were 

accepted a s  valuable c r i t e r i a .  Among them are: the s p e c i f i c  



a s s o c i a t i o n  of  IgA wi th  the  i n t e s t i n a l  tract, the  b inding  o f  IgE 

on mast c e l l s .  and the  presence o f  IgM and IgD on lymphocyte 

membranes. However, homology at  the  l e v e l  o f  t he  s u b c l a s s e s  of 

d i f f e r e n t  s p e c i e s  is still unknown. So f a r ,  no s u b c l a s s  p rope r ty  

has been found t h a t  i s  a p p l i c a b l e  t o  al1 species.As a conse- 

quence, i t  is necessary  t o  s e p a r a t e l y  ana lyse  t h e  d i f f e r e n t  

subc l a s se s  of immunoglobulins i n  al1 s p e c i e s  and cons ide r  each of 

them as a s p e c i a l  case.  

T h i s  review d e a l s  wi th  t he  physicochemical and b i o l o g i c a l  pro- 

p e r t i e s  of t he  rat immunoglobulin c l a s s e s  and subclasses .  A s  most 

of t h e  work h a s  been c a r r i e d  o u t  wi th  myeloma p ro t e in s .  t h e  homo- 

gene i ty  of which has  allowed t h e i r  p u r i f i c a t i o n ,  w e  s h a l l  g ive  

s p e c i a l  a t t e n t i o n  t o  the  LOU r a t  myeloma model. 

LOU RAT IMMUNOCYTOMAS 

Monoclonal immunoglobulins synthes ized  by B lymphoid tumours 

a r e  p r e s e n t l y  accepted a s  r e p r e s e n t a t i v e  immunoglobulins. They 

have l a r g e l y  con t r ibu t ed  t o  t he  r ecen t  p rog re s s  i n  t h e  d iscovery  

of t h e  physicochemical,  biochemical and b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  of 

immunoglobulins. No d i f  fe rence  has  e v e r  been observed between 

these  p r o t e i n s  and t h e i r  n a t u r a l l y  induced counterpar t s .  Moreover, 

some myeloma p r o t e i n s  have been found t o  b ind  ant igen.  

IgA, IgD and IgE ( t h e  t h r e e  immunoglobulin c l a s s e s  last t o  be 

d iscovered)  were i d e n t i f  i ed  w i  t h  t he  he lp  of monoclonal immuno- 

g lobu l in s  i n  t h e  human s p e c i e s  where, by f a r ,  t he  most numerous 

cases  of  immunoglobulin s e c r e t i n g  tumours have been s tudied .  Like- 

Wise human subc l a s se s  of t h e  IgG as w e l l  as t h e  IgA i s o t y p e s  have 

been recognized wi th  t h e  he lp  of t he '  corresponding monoclonal 

p ro t e in s .  

However, f o r  obvious e t h i c a l  reasons ,  t h e  human myeloma pro- 

t e i n s  a r e  d i f f i c u l t  t o  ob t a in  i n  l a r g e  q u a n t i t i e s .  Many inves t iga -  

t i ons  have been done wi th  monoclonal immunoglobulins of t h e  mouse 

BALB/c model, bu t  n e i t h e r  IgD nor  IgE myeloma tumours have been 

found i n  t he  mouse spec ies .  

We s h a l l  de sc r ibe  t he  LOU immunocytomas model and the  poss ib i -  

l i t i e s  which it o f f e r s  f o r  immunologicai s t u d i e s .  



Tumour incidence 

Ancestors of the  LOU r a t s  have been found i n  various colonies  
of rats a t  the  Universi ty of Louvain. They were al1 derived from 
the outbred stock of the  l a t e  Professor Joseph Maisin and, pro- 
bably, a r e  of  the  Wistar or ig in .  From d i f f e r e n t  l i n e s  bred i n  
p a r a l l e l ,  t he  LOU/C and LOU/M sub l ines  were se lec ted  f o r  t h e i r  
high and low immunocytomas incidence respectively.  Both subl  i n e s  
a r e  histocompatible, the LOU/C l i n e  being considered a s  the 
reference. The LOU i leocaecal  tumours f i r s t  appear i n  8 t o  9 
month-old rats. The incidence is highest  between 12 and 15 months. 
The time of appearance averages 14 t o  15 months. In  male rats, the 
tum'our incidence is twice t h a t  of the female: 34 and 17 % respec- 
t ive1y .B~ comprison.  the  incidence of i l eocaeca l  immunocytoma i n  
LOU/M r a t s  is 1 t o  2 % (Bazin e t  a l . ,  1972; Bazin e t  a l .  ,1973; 
Bazin e t  al. ,l978a;Beckers and Bazin, 1978). 

In the g rea t  ma j o r i  t y  of primitive tumour bearing animal s , 
immunocytomas appear t o  o r ig ina te  i n  the i l eocaeca l  lymph nodes, 
s ince  s u r g i c a l  removal of these lymph nodes decreases  the immuno- 
cytomas incidence s i g n i f i c a n t l y  (Moriamé e t  al., 1977). The 
tumous make t h e i r  appearance i n  the-  fonn of s o l i d  masses which 
a r e  mobile under the  f ingers  and easy t o  d e t e c t  by palpat ion of 
the abdomen. They grow f a s t :  the  tumour-carriers genera l ly  d ie  - 
within one month a f t e r  the tumour has become palpable. The 
pr imi t ive  tumour, a t  autopsy, presents  nodule(s)  i n  the i leocaecal  
region. The abdominal v i sce ra  a r e  o f t en  i n f i l t r a t e d  with metasta- 
ses.  A s c i t i c  f l u i d  is soaetimes present  and can be he lp fu l  i n  
detect ing the  pr imi t ive  tumour. The h i s t o l o g i c a l  appearance of 
these tumours i n  LOU ances tors  w a s  described by Maisin e t  a l .  
(1955). An u l t r a s t r u c t u r a l  study of them has been published by 
Burtonboy e t  a l .  (1978). 

In a s tudy of the  monoclonal immunoglobulins synthesired by 250 
LOUIC i leocaecal  immunocytomas which appeared consecutively i n  
t h e i r  breeding colony, Bazin and Beckers (1976) found 86 p e r  cent  
of s e c r e t i n g  tumours, 14 pe r  cent  of which were Bence Jones 
proté in  producers. Tables 1 and II give t h e  d i s t r i b u t i o n  of 
lmmunoglobulin-synthesizing tumours i n  the LOU s t r a i n .  For compa- 
r i son,  the  monoclonal immunoglobulins produced by the  human 
SpOnt€tneO~S myelomas and the BALB/c induced plasmocytomas a r e  
given. The highest  incidence i n  the  LOU mode1 w a s  found i n  the  IgE, 



IgGl c lasses .  No c l e a r  explanat ion  can be g iven  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  

observed between t h e  t h r e e  models. A l 1  t h e  Bence Jones  p r d t e i n s  

s ec re t ed  by the  LOU rat immunocytomas and s t u d i e d  s o  f a r  proved t o  

be o f  the  Kappa type (Quer in jean  e t  al.. 1972; Wang e t  al . ,  

1975,1976). However. l i g h t  c h a i n s  of  LOU IgGl monoclonal p r o t e i n s  

have been i d e n t i f i e d  as Lambda type (9uerinjei .n e t  a l . ,  1973). 

TABLE 1 

Clas s  d i s t r i b u t i o n  o f  t he  monoclonal immunoglobulins synthes ized  i n  
the  human, rat and mouse s p e c i e s  ( i n  percentage)  

Species 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 LOUfC 
tumours ) 

Mouse" 
(induced BALB/c 
tumours 1 

Oberdorfer e t  a l ,  1973 
**  P o t t e r ,  1972 

TABLE II 

Percentage of  IgG subc la s ses  monoclonal immunoglobulins i n  the  
human, r a t  and mouse s p e c i e s  

Human subc la s ses  IgGl IgG2 IgG3 IgG4 
(mul t ip l e  myeloma) 

percentage 73 12 8 7 

Rat subc la s ses  IgGl IgG2a IgG2b IgG2c 
(LOU/C mode11 

percentage 77.6 12.2 1.6 9.6 

Elouse subc la s ses  IgGl IgG2a IgG2b IgG3 
(BALB/c model)** 

percentage 39.5 26.7 32.5 1.1 

Oberdorfer e t  a l . ,  1973 
** P o t t e r ,  1972 



Production o f  LOU monoclonal immunoglobulins 

Almost a11 the primitive and spontaneous LOU immunocytomas can 
be transplanted i n  LOU/C, LOU/&¶ or the ir  F 1  hybrids. The tumours 
must be removed- under s t e r i l e  conditions and teased i n  a Petri 
dish. The tumour t issue i s  minced un t i l  it can be aspirated 
through a 19-gauge needle in to  a syringe. About 0.2 m l  i s  injected 
subcutaneously in to  one side o f  the breast or i n  the peritoneal 
cavi ty .  In the la t t e r  case, an asc i t ic  tumour l ine  can be obtained 
a f t e r  few passages and eas i ly  transplanted by inoculating reci- 
pient ra ts  intraperitoneally w i t h  0.2 t o  0.5 m l  a sc i t i c  f luid.  The 
latent  periods o f  transplanted LOU immunocy tomas are general l y  

shortened a f t e r  few paqsages t o  5 t o  10 days. 
The immunoglobulin secreting properties o f  LOU immunocytomas 

are quite variable. Most o f  the tumours keep the ir  secreting pro.- 
perties for years. But i n  some cases, the ab i l i t y  t o  produce mono- 
clonal proteins decreases more or l e s s  rapidly. The IgE and IgD 

tumours seem t o  be more prone t o  lose the i r  secreting properties. 
However. good producers have been obtained i n  both cases. LOU 

immunocytomas can be stored i n  liquid nitrogen as described by 
Bazin e t  al.  (1972). 

LOU immunocytomas can also be propagated i n  i n  v i t r o  continuous 
l i n e s  (Burtonboy e t  al., 1973; Bennich e t  al., 1978). More.than 12  

d i f f e r e n t  immunocytomas have already been adapted t o  i n  v i t ro  
cultures (Bazin e t  al. ,  unpublished) . 
Purification o f  rat monoclonal proteins 

Monoclonal proteins are isolated from sera or asc i tes  collected 
from LOU rats or F hybrids bearing immunocytomas. 1 

lg- 
IgM monoclonal immunoglobulins are purified by the use o f  

the ir  euglobulin properties and o f  t he i r  h i g h  molecular weight 
(about 1 mil l ion daltons).  The following procedure i s  used i n  our 
laboratory (Bazin e t  al.  , 1974) : precipitation i n  ammonium su l fa te  
a t  40% final concentration i s  followed by euglobulin precipitation 
i n  a b u f f e r  o f  low ionic strength (Tris-HC1 0.005U, pH 8.0). The 
euglobulin fraction i s  then f i l t ered  through a.Sephadex G-200 
column (Pharmacia. Uppsala). The f i r s t  peak represents pure IgM. 



Occasionally IgM monoclonal proteins are pseudoglobulins and 

cannot be purified by euglobulin precipitation. 

'9A 
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-HC1 buffer pH 8.0 and 

eluted with a 0.1M Tris-HC1, O.08M NaCl buffer. pH 8.0. Final 

purification is achieved by chromatography through a Sephadex 

G-200 (Pharmacia, Uppsala) column equilibrateu ln O. lM Tris-HC1 

buffer, pH 8.0. 

'go 
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 +4OC with 0.1M Tris-HC1, 0.15M NaCl 

buffer containing 6-amino-caproic acid (final concentration O.01M) 

Further pur if ication is achieved by repeated runs through Ul t ro- 

gel AcA 34 and finally by preparative agarose gel electrophoresis 

(Bazin et al., 1978b). 

IgE 
A number of different procedures to isolate rat monoclonal IgE 

have been reported. They use al1 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 

x1 type ; (3) molecular weight (about 190,000). 
Kulczycki and Metzger (1974) have purified rat IgE by the fol10 

wing method: monoclonal IgE is precipitated by ammonium sulfate at 

50% saturation; the precipitate is then f ractionated in a Sepharo- 
se 68 column and further by DEAE-cellulose chromatography. Final 

purification is achieved by immunoadsorption of protein contami- 

nants. Conrad et al. (1975) used precipitation by 50% saturated 

ammonium sulfate followed by Biogel P-300 chrmatography 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 



s u l f a t e  are appl ied  on a column of DM-cellulose (DE 32 Whatman) 

equ i l ib ra ted  with O.05.M Tris-HC1 buffer ,  pH 8.0 and e lu ted  with a 

l i n e a r  gradient  of increas ing molari ty ( f i n a l  buf fe r  : 0.1M 

Tris-HC1, 0.5M N a C l ,  pH 8.0). The monoclonal p ro te in  is then 

pur i f i ed  by chromatography through an AcA 34 Ultrogel  column 

equ i l ib ra ted  i n  0.1M Tris-HC1, 0.15M NaCl, pH 8.0. The f i r s t  Peak 

e luted froni the column represents  pure IgE. 

A procedure using only immunoadsorption on a column of pur i f i ed  

goat an t i -  E an t ibod ies  has a l s o  been reported (Fr i t sche  and 

Spiegelberg, 1978). 

IgG2a 

Monoclonal IgG2a p ro te ins  may have e lec t rophoret ic  m o b i l i t i e s  

ranging fromx t o  g2. IgG2a of '2(* elect rophoret ic  mobi l i ty  is 
usually i so la ted  i n  the  f  ollowing manner: the precipi  t a t e  obtained 

by 40% sa tura ted  ammonium s u l f a t e  is equ i l ib ra ted  wi th  0.05M 

T r i s - H C 1  buf fe r  pH 8.0, passed through a DEAE-cellulose column 

equ i l ib ra ted  with the  same buf fe r ,  and subsequently e l u t e d  with 

0.05M Tris-HC1, 0.05M NaCl, pH 8.0. The f i r s t  peak Eepresents pure 

IgG2a but may be contaminated wi th  IgGZb, ' 

IgG2a of xl  e lec t rophore t i c  mobil i ty is i so la ted  by a procedure 

similar t o  the one Qsed f o r  IgGl monoclonal proteins.  

IgG2b 

Different  monoclonal IgG2b immunoglobulins may have e lec t ro-  

phoret ic  mobi l i t i e s  of type x2 o r  yl. Their  i s o l a t i o n  procedures 

a r e  similar t o  those  used f o r  IgG2a immunoglobulins. 

IgGl 
After  p r e c i p i t a t i o n  by 40% satura ted  ammonium s u l f a t e ,  the 

immunoglobulin f r a c t i o n  is chrmatographed through DEAE-cellulose 

column (DE 32 Whatman) equ i l ib ra ted  i n  O.O5# Tr i s -HC1 buf fe r  pH 

8.0. Elution is obtained by a l i n e a r  gradient  of increas ing con- 

cen t ra t ions  of T r i s  and NaCl ( f i n a l  buf fe r  :O.lM Tris-HC1, O.SM 

N a C l ,  pH 8.0). The IgG1-containing f r a c t i o n  is passed through an 
Ultrogel  AcA 34 column. The f i r s t  peak e luted from t h e  column 

usual ly  represents  pure IgGl, but  may, occasionally,  be contami- 

nated with some IgG2a o r  IgG2b. 



IgG2c 

Monoclonal prote ins  of t h i s  c l a s s  have been pur i f i ed  by the  use 

of t h e i r  euglobul i n  propert ies.  P rec ip i  t a t i o n  is carr ied  out  a s  

follows (Bazin e t  al . ,  1974): one volume of serum o r  a s c i t e  is 
added t o  19 volumes of d i ~ t i l l e d  water adjus ted  t o  pH 6.0. The 

p rec ip i t a t ed  pi-oteins a r e  dissolved i n  2% (w/v) NaCl, pH 7.0 and 

p rec ip i t a t ed  again. This procedure is repeated two more times. The 

proteins a r e  then applied t o  a Sephadex G-200 column (Medgyesi e t  

l a l . ,  1978). 
However, t h i s  procedure is not always easy t o  perform, and 

monoclonal pur i f ied  IgG2c is 0 f t e n  contaminated with normal 

immunoglobulins, i n  p a r t i c u l a r  IgG2a. The following procedure 

seems preferable:  prote ins  p rec ip i t a t ed  i n  40% satura ted  ammonium 

I s u l f a t e  a r e  applied t o  a column of  CM-cellulose (CM 32 Whatman) 
l equ i l ib ra ted  with 0.2M Na-acetate.0. l M  NaCl buffer ,  pH 4.2. 

Subsequent e l u t i o n  wi th  0.2M Na-acetate, 0.2M NaCl buffer ,  pH 4.2 

leads t o  the  recovery of pure IgG2c with sometimes some IgG2a. 

Final p u r i f i c a t i o n  can be achieved by chromatography on Protein- 

A-Sepharose (Phannacia. Uppsala) equ i l ib ra ted  with phosp:lrte buf- 

fered s a l i n e  (PBS) pH 7.4. IgG2a contaminants a r e  el iminated 

I during the washing of the column with  PBS. IgG2c is eluted by PBS, 
1 M  NaSCN, pH 7.4. 

l PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF RAT IMMUNOGLOBULINS 

Elect rophoret ic  mobil i ty.  I s o e l e c t r i c  point  

In zone e lec t rophores is  i n  agarose o r  ce l lu lose-aceta te ,  mono- 

clonal  immunoglobulins of the IgE c l a s s  and IgGl subclass have a 

f a s t  anodic mobility ( x l  type). An i s o e l e c t r i c  point of 5.9 has 

been reported f o r  r a t  monoclonal IgE IR162 (Conrad e t  a l . ,  1975). 

Proteins of  the  IgG2c subclass a r e  character ized by the slowest 

e l ec t rophore t i c  migration. IgG2a and IgG2b monoclonal prote ins  may 

have d i f f e r e n t  e lec t rophoret ic  mobil i t ies:y2 o q l .  Such di f feren-  

ces  of charge among p ro te ins  of the  same subc lass  a r e  r e l a t e d  t o  

the Fab p a r t  of the molecule, probably t o  d i f fe rences  i n  sequence 

of var iable  regions of l i g h t  and heavy chains. 

So lub i l i ty  

Pecul iar  s o l u b i l i t y  proper t ies  have been found f o r  d i f f e r e n t  



c l a s s e s  o r  subclasses  of r a t  Ig: rat I ~ M  and IgG2c generally 
behave as euglobulins,  being poorly soluble  i n  so lu t ions  of low 
ion ic  s t r e n g t h ;  r a t  IgE d i f f e r s  from IgG and IgM by its s o l u b i l i t y  
i n  40% sa tu ra ted  ammonium s u l f a t e  ( Isersky e t  a l . ,  1974). 

Molecular weight 

The sedimentation c o e f f i c i e n t s  and molecular weights of the  r a t  
immunoglobulins and the  rnolecular weights of t h e i r  heavy chains 
a r e  given i n  Table XII. These parameters a r e  very similar t o  those 
of the human counterpar ts  of the various (sub)classes .  IgD is 
character ized by an anmalously high mole.cular weight i n  non-dis- 
soc ia t ing  media, g r e a t e r  than 570,000 dal tons  (Bazin e t  a l . ,  
1978b). Th i s  seems t o  correspond t o  the occurrence of non-covalent 
aggregates. Some f a i n t  d i f ferences  a r e  observed between the  
molecular weight of r a t  IgC heavy chains i n  r e l a t i o n  t o  the  
subclass  t o  which they belong. In SDS-polyacrylamide g e l  (5%) 
IgG2b and IgGl heavy chains have the  highest  M.W. : 55,000, and 
IgG2a and IgG2c the  lowest : 50,000 t o  52,000 (Rousseaux e t  a l . ,  
unpublished). 

S e n s i t i v i t y  t o  reduction 

Differences i n  s e n s i t i v i t y  t o  reduction have been found between 
r a t  IgG subclasses.  IgG2a is the most s e n s i t i v e  t o  reduction and 
the intermediate product is exclusively an half-molecule (HL). For 
the o t h e r  IgG subclasses ,  o the r  int-rmediates of reduction a r e  
pFeSent: H2L and He ,  the  main product being HL f o r  IgG1, and H2 o r  
H2L f o r  IgG2c monoclonal prote ins  (Rousseaux e t  a l . ,  1979). 

P ro teo lys i s  of r a t  immuno~lobulins 
Rat IgE is very s e n s i t i v e  t o  papain d iges t ion  and Fc fragments 

can only  be obtained a f t e r  shor t  incubation per iods ,  i.e. 10  m i -  
nutes at  37OC ( F r i t s c h e  and Spiegelberg, 1978). Rat IgD is, l i k e  
its hwnan counterpar t ,  very s e n s i t i v e  t o  p ro teo lys i s ,  i n  par t icu-  
l a r  by serum enzymes such a s  plasmin. .Therefore, prepara t ion of 
the IgD pro te ins  must be performed i n  the presence of  the  plasmin 
i n h i b i t o r  O-amino-caproic acid. 

Dif ferences  i n  s e n s i t i v i t y  t o  p ro teo ly t i c  cleavage have been 
obsel-ved among r a t  IgG subclasses: IgGl is the most r e s i s t a n t  t o  



TABLE III 

Molecular weights of rat monoclonal immunoglobulins and of their heavy chains 

1 gM IgA IgD IgE IgGl IgG2a IgG2b IgG2c 

Sedimentation 
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 

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 



papain (without cys te in )  and pepsin cleavages,  whereas IgG2a is 
the most sens i t ive  t o  papaIn and IgG2c the  most s e n s i t i v e  t o  

pepsin. Differences i n  the s i z e  and composition of the  released 

fragments have a l s o  been noticed (Rousseaux e t  a l . ,  i n  prepara- 

t i o n l .  

Sequence analyses 

Some sequence analyses have been reported on ra t -monoclonal  

immunoglobulins. Amino terminal sequences of t h e i r  heavy chains 

(Querinjean e t  a l . ,  1975) show t h a t '  about 54% of the  var iable  

domains belong t o  the V H I I I  subgroup, compared t o  35% f o r  the  

pooled heavy chains of normal rat immunglobul lns. P a r t i a l  amino- 

ac id  sequences of the Kappa l i g h t  chains have been published by 

Querinjean e t  a l .  (1972) and Wang e t  a l .  (1975, 1976). The 

complete amino-acid sequence of a monoclonal Kappa l i g h t  chain has 

been reported by Starace  and Querinjean (1975). A Kappa e x t r a  

piece has a l s o  been sequenced by Schechter (personal  commu- 

n i c a t i o n ) .  

BIOLOGICAL PROPERTIES OF RAT IMMUNOGLOBULINS 

The main biological  p roper t i e s  of the  r a t  immunoglobulins 

present ly  knwn a r e  given i n  Tables I V  and V. Moreover, r a t  IgE 

can f i x  t o  homologous mast c e l l s  (Bazin e t  a l . .  1974; Conrad e t  

a l . ,  1975; Bazin and Beckers, 19761, on lymphocyte (Fr i t sche  and 

Spiegelberg, 1978) and on macrophages (Capron e t  a l . ,  1977). The 

binding of prote in  A t o  r a t  immunoglobulin c lasses  has  been given 

by Medgyesi e t  a l .  (1978): prote in  A can bind IgGl and IgG2c 

subclasses  of r a t  immunoglobulin c lasses .  

ALLOTYPES OF RAT IMMUNOGLOBULINS . 

Three a l lo types  have been described i n  r a t s  a t  the  Kappa l f g h t  

chains  (Barabas and Kelus, 1967; Wistar, 1969; Rokhlin e t  a l . ,  

1971 ; Beckers e t  a l . ,  1974). and a t  the  alpha and gamma 2b heavy 

chains  (Bazin e t  a l . ,  1974; Beckers and Bazin, 1975). Gutman e t  

a l .  (1975) have found one sequence gap and - many aminoacid 

s u b s t i t u t i o n s  between the two a l lo types  of  the  Kappa chain. The 

determinations of the  a l lo types  of many inbred s t r a i n s  of r a t s  a r e  

given i n  Bazin e t  a l .  (1979). 



TABLE I V  

B io log ica l  p r o p e r t i e s  of  ra t  immunoglobulin c l a s s e s C  

P r o p e r t i e s  References IgM IgA IgD IgE IgGl IgG2a IgG2b IgG2c 

concen t r a t i on  range 
i n  normal serum* Bazin & Pauwels, 
( i n  mg/ml) ( unpubl i shed) 0.97 0 .15  0.008 0 .00000111.1  11.0 1 . 3  2 . 2  

valency f o r  O r i o l  e t  a l . ,  1971 5 5 2  - 2 2 2 2 2 
an t igen  b inding  Bazin e t  a l .  , 1974 

- - Half l i v e s  Van Breda Vriesman 2.6 - 0.5 5 + 0 ,  - - 
( i n  days)  & Feldman, 1972 

Cremer e t  a l . ,  1973 i 

Bazin e t  a l . ,  1974 
Tada e t  a l .  , 1975 I 

An t ibody Arnason e t  a l . ,  1964 yes  yes  yes  yes  y e s  y e s ,  y e s  y e s  
a c t i v i t i e s  Nu~sengweig & 

Biq.aghi ,  1965 
Binaghi & Sarando de 
Meilo, 1966 
Pauwels e t  a l . ,  1979 

complement f i x a t i o n  
t o t a l  complement Medgyesi e t  a l . ,  1975 y e s  y e s  - Yes y e s  y e s  - no 
C 1 Medgyesi e t  a l . ,  1978 yes  no - no y e s  yes  - no 

va lues  ob t a ined  from ou tb red  rats kep t  under convent iona l  breeding c o n d i t i o n s  



TABLE V 

Biological properties of rat immunoglobulin classes 
-- - 

Properties References IgM IgA IgD IgE IgGl IgG2a IgG2b ZgG2c 

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 
colostrum and McGhee et al., 1975 
milk Michalek et al., 1975 

Bazin et al. , 1978c 

yes - yes yes yes - 

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. , 1978c - 
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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 [ l ]  and by 
structurai characteristics. In particular, human IgG 
subclasses have been found differentially affected by 
reduction [2], 1 6 4  being reduced through the HL 
subunit intermediate, although in IgGI, IgG2 and 
IgG3, the intermediates are H2 L, H2 and H L  

In the rat, four isotypes of IgG: 1 6 1 ,  IgG2a, 
IgG2b and IgG2c, have been identified [3]. In an 
attempt to defme structural differences between rat 
IgC subclasses and to reldte them to the Igc of other 
species, we have investigated the sensitivity to 
reduction of different types of monoclonal IgC 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 meth& 

2.1. Ruifmtion of IgG proteins 
Immunocytomas were transplanted in rats WU/M 

and in (LOU/Wistar) or (WU/OKA) FI hybrids as 
in 141. Monoclonal IgG were isolated from ascites or 
sera of rats b e a ~ g  tumors by ammonium suiphate 
precipitation foiîowed by chromatography on DEAE- 
or CMçeiiuiose and atration on üitrogel AcA 34 
(LKB, Sweden) [3]. Their heavy Chain subclasses 

were typed by immunodiffusion against specific 
antisera [3]. NormaI IgG2a was isolated from serum 
of randomly-bred Wistar rats by DEAEcellulose 
chromatography [SI. 

2.2. Reduction experiments 

2.2.1. Dithioerythritoi @TE) reduction 
Proteins (2 mglml) in 0.2 M Tris-HC1 buffer 

(pH 8.2) were reduced at room temperature with 
0.05-20 mM dithioerythritol. After 1 h incubation 
under nitrogen, alkylation was performcd at O°C with 
iodoacetamide (50% molar excess over total thiol). 

2.2.2. Dithiothreitol @Ti') reduction 
Proteins (10 mglmi) in 0.2 M Tris-HCI 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-HC1 
(pH 7.2) and alkylation was carried out at O°C with 
iodoacetic acid (10% molar excess over total thiol). 

2.3. Awiysis of the reduction products 
Reduction products were studied by SDS-poly- 

acrylarnide gel electrophoresis as in (61 with the 
foiîowing modifications: a 5-20% acrylamide gradient 
was used for the separation and the stacking gel (5% 
acrylamide) was buffered by 0.1 M Tris-Hz S04, 
(pH 6.8). Samples to  be electrophoresed were diiuted 
to 1 mg/ml in 2% (w/w) SDS, 0.075 M iodoacetamide, 
heated 5 min at 95OC and a further 30 min at 45OC. 
The foilowing molecdar 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): - -  . 
a b c d e  f 9 h 

1 

phosphorylase b (mol. wt 96 800); human serum . i . - 
albumin (md. wt 66 300); egg albumin (mol. wt 
43 000); cytochrome c (mol. wt 1 1 700). The H2L-Fq!p= H2 - -4k 1 - * w 

molecular weight of the reduction products was HL---  - ecrr r r - -  
calculated from a calibration curve of the logarithm H- 2 - m - e F - w  - HSA 
of molecular weight of the markers against the -. -- - 
logarithm of the concentration of acrylarnide reached 
by the marker (81. Quantitation of the reduction 
intermediates and of unreduced protein was per- 
fonned by scanning the gels with an Helena 
Autoscanner Quick Quant II. 

Two monoclonal proteins of subclasses IgG 1 and 
IgGh, three proteins of subclass IgG2c and one of 

. subclass IgC2b were studied together with IgG2a 
isolated from normal rat serum. 

Tables 1 and 2 show the relative percentage of 

1:ig.l. SDS-polyacrylaiiiide gel electroplioresis of protein 
IR 530 (IgG2a subclass) after reduction by dithioerythritol 
(DTE) and alkylation: (a) unreduced protein; (b) D E  
0.05 mM; (c) 0.1 mM; (d) 0.5 mM;(e) 1 mM; ( f )  5 mM; 
(g) 10 mM; (h) 20 mM. IgE: rat 1gE (mol. wt 189 000); 
IgG (rat IgGZa, mol. wt 150 000) Pho-b: phosphorylase b 
(inol. wt 96 800) HSA: human serum albumin (mol. wt. 
66 300) EA: egg albumin (mol. wt 43 000) cyt c: 
cytochrome c (mol. wt 11 700). 

Table 1 
Relative proportions of reduction intemediates and of unreduced protein 
(H,L,) in proteins of different heavy ch& subclasses, after dithioerythritol 

(DTE) reduction 

Subclass Rotein DTE H A  H& Ha HL 



unreduced protein (Hz Li) and of reduction effect, the twe mocionai IgG2a proteins and 
intermediates (Hz L, H2 and HL)with dithiotrythrftd normal IgGla are aimaPt tatirely reduced via the HL 
(0.1 mM and 1 mM) and dithWhmitoi (0.2 mM and rubunit (fig.1). Far the other a i b d m  H2 Land 
1 mM). TM two pmceâures giw rlmosî the same Hz reductb iatemicdiatm are al00 pressnt in 
resulQ (except for monoclaad lgG2c IR 558). IS2a  significant amounts. H o w m  in îhe Ifi l  proteins 
appears c1cariy diffemt from the other s t j ù h w s  in studied, the HL subunit is thc major product (ftg.21, 

Fîg.2. SDS-@Y-kb -0Pborssh of Pm- a . 3 .  Sm-pdy - 
iR 656 (161 mbdus] mhtba by Mk. For kgad. ri& 1163 4bfWjb Fe8 
le6 Q.1. bpr irs , -* l e  

361 
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'T . W .  

a b c d e f g h  

Fig.4. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of protein 
IR 304 of IgG2c subclass after reduction by DTE. For legend. 
see fig.1. 

whereas in the monoclonal IgGZb, and two of the 
three IgC2c prohins studied, the Hz 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 H2L with DTE and the HL with DTT. 

4. Di iss ion  

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 irnplies 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 smaüer than the one of 
the other IgG subclasses, in particular IgG2b and IgG2c. 
This could be due to a maiier size of the hinge region. 
Experirnents pre undertaken to study the structure of 
the hinge of the different subclasses, and answer this 
hypothesis. In IgGl proteins, although HzL and HZ 
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 
heavylight chains bridges. For IgG2b and IgG2c . 

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 wül be interesting 
in the future to study whether this property is found 
in IgG2b from normal serum. 

Rat IgG2a is reduced in a similar nianner to human 
IgG4 [2]. This is probably linked to common 
structurai features of the hinge region, but cannot be 
related to common biological properties, as human 
IgG4 does not bind complement, interacts poorly 
with macrophages and binds stapliyloccocal protein 
A, whereas the reverse is true for rat IgG2a [9]. Rat 
IgG2a behaves differently from mouse IgG2a. where 
H2 L and Hz intermediates are present [IO]. These 
results together with differences in the products 
obtained by proteolytic cleavage (1 11 suggest that 
the hinge regions of rat and mouse IgG2a do not have 
the same conformation. 

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. 
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THE DIFFERENTIAL ENZYME SENSITIVITY O F  
RAT IMMUNOGLOBULIN G SUBCLASSES TO PAPAIN 

AND PEPSIN 

J. ROUSSEAUX.' G. BISERTE' and H. BAZINL 

8 Institut de R ~ ~ h l u c  sur le C;tiiim. INSERM U 124. Place de Verdun. BP 3567. 59020 Lille Cédex 
and Lahoratc3irc dc Whimic Sirur?urak. Fxulic de Mkdecine. Place de Vcrdun. 59045 Lillc Cider. 

I:rincv. and E~prritnc~iial Irr~n,untùogy Unit, Faculiy of hldicinc. Univcrsiiy of Louvain, Clos- 
Chüpcllc-auxGhamp -3)- 12)O Brusscls. klgium 

Ahstnrl- Monrrlun;li IgG tGlonltfnp IO the difircnt riil IgG sukJasks and I&2ÿ from normal rai serum 
u-me suhjrwtcû IO c!nwtK. dcgraciütron uith papain and pcpsin under several experimcntal conditions. 

I \ras Sound thc mcni rrYxtrnt IO p;ipain,and IgG2a the m m  sensitive when the proteins wcrc incubiucd 
in ahw~icr: ol~c~st&nr. iw with lov concentrations of the rcducing agent (0.001 M). Papin digestion in the 
prwncv of U.OI .\l cystr7nc lcd to thr wleascofnon-cov;ilcnt Fc from rat IgG 1.1gG2a and lgû2b. IgG I and 
IgGIa ucrc the mm1 nnliwant to prpsin degra~tion. whercas lgG2c had m y  high rcnsitivity to theaction of 
ihis cn7?me. Thc cffccis of the incmw ofpepsin c o m t n t i o n  and OS the addition of cystane wcrc found to 
bc dilTcrcnt accordingto the. IpG sukhss. The pepsin Fc (pFc) fragment was generatd in significant yKMs 
from rat IgG3 a d  tgG2c. hbui was absent from pepsin digests of I f i l .  The mcchanisms of resisiance to 
protco1)sis and ils possible biologial Ugnifince have bccn dimisxd. 

ISTRODL~CT IOS The discovery of monoclonal rat immuno- 
globulins synthetized by the ileocaecal 

Monoclonal IgG proteins have ken  shown to be immunocytomas of the L O U / W ~ ~  rats (Bazin pl 
I differentially affected by proteolytic digestion al., 1973; Bazin et al., 1974) bas prmitted the 

and a correlation between sumptibility to identification of Fu r  rat IgG subclasses: IgG 1, 
~roteol~sis and subclasses bas ken  obsefled- IgG2a. lgG2b and 1gG2c. ïhese subclasws differ 
Human myeIoma 1 6  subdasses differ in their by their biological properties. in particular, 
sensitivit~ to papain digestion, 1 6 3  king the cornpiement binding. interaction with staphy- 
most sensitive and IgG2 the most resistant to this ]ococcal protein A. macrophage binding 

1 enz~matic cleavage (Gergel~ et al-, 1967; Jefieries ( Medgyesi et al., 1978). homocytotropic act ivit y 
et al., 1967; GeflYIy et al-, 1970); these (Morse et al.. 1968). In an attempt to define 
differenm have ais0 observed with IgG structural differences between rat IgG subclasses 
subclasses from normal human serum (Vifella and to relate them to IgG subclasses of other 
Parkhouse, 1971; Michaelsen 8t Natvip, 1971)- species, we 'have investigated, in the present 
Human IgG subclasses ais0 differ in their work, the s-ptibility to papain and pcpsin 
su~eptibil i t~ to ~ e ~ s i n  d i ~ t i o n ;  the fate of digestion of monoclonal i~munoglobulins IgG 
release and the size of the fragments are different of the LOU rat and of IgG2a from normal rat 
according to 1gG subclass (Turner et al.. 1970a. serum. 
b). Studies of mouse myeloma immunoglobulins 
G have revealed difierences in their sensitivity to MATERIAL AND M ~ O O S  
papain cleavage (IgG2b being the most sensitive 
and IgGl the most resistant) as well as to pepsin fmmunoe~tomar 
and trypsin digestions (Gorini et al., 1969). In Immunocytomas producing monoclonal 
addition, variations of the experimental immunogfobuiins were maintained in our 
conditions, such as the time of incubation, or the laboratory by transplantation in LOU/M/Wsl 
presence or absence of reducing agents, have rats or (LOU x Wistar) F, hybrids as described 
shown differences in the sensitivity of the previously (Bazin et al., 1972), except for the 
subclasses and in the size of the fragments immunocytoma IR 863 producing an IgG2b 
resulting from proteolytic clcavage (Gorini et al., monoclonal protein that was transplanted in 
1969: Michaelsen & Natvig, 1973). (LOU x OKA) FI hybrids. 
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Nornia~ Jciu.n was ohtüind from riindomly 
hrcd Wistar rats. 

Monoc-loml immunoglohulins wcrc isolütcd 
fioni ascita or Sera of rdts küring tuinors. 
Purification of 1gG2ü (from tumors I K 33 aiid I R  
530) and of IgGI (fkom tumors I R  595 üiid IR  
656) was pcrformcd as drxribcd prcviously 
(Biizin tgf al.. 1974). Otic monoclonal IgG2i 
(from tumor IR 418) w s  isolatcd hy 
DEAE~cllulor chronialogrüphy wiili linciir 
grüdicnt elution from 0.05 RI Tris-IlCl. pfi 8.0. 
to 0.05 A l  Tris. 0.1 A I  NaCI. pli 8.0. ~oiiocloniii 
IgG-c immunoglobulins (front tumors IR 304. 
I R  598 and IR 759) wcrc iscjlütcuf hy aninioiiium 
sulfate precipitütion ai 4P,, Iollawcul by 
chromatography on CM-ccHulosc (CM-32) 
equilibrated with 0.2 M sodium ücctatc bultèr 
pl4 1.2. Purilication was achieved by stepwise 
elution to0.1 M Na-acetate. 0.2 M NaCI. pH 4.2. 
Monoclonal lgG2b (from tumor I R  863) was 
isolated by precipitation with saturated 
ammonium sulfate at 40",, followed by 
DEAE-cellulose chromatography with convex 
grüdicnt clution from 0.05 .II TrisHCI. pH 8.0 to 
O. 1 M Tris. 0.5 '$1 NaCI. pH 8.0. 

Normal rat lgG2a was isolated by chromato- 
graphy of the proteins of normal rat serum 
precipitated by ammonium sulfate at 4 0 " ~  on a 

. DEAE-cellulosecolumn equilibrated in 0.005 M 
phosphate buffer. pH 7.4. The first peak eluted 
by the same buffer represents IgG2a with 
sometimes some IgG2b. 

Ati tiiera 

Polyvalent rabbit antisera to normal rat serum 
were purchased from SEB1A (France). Antisera 
monospecific for the heavy chain of rat IgG 
subclass were prepared as described previousl y 
(Bazin et al.. 1974). 

Mercuripapain (25 mg/ml) and lwice crystal- 
lized pepsin were from Sigma Chemical Co. 
Twice crystallized papain (38 mglml) was from 
Worthinpon Biochemical. 

Enzymatic digestions 

Enzymatic digestions wereconducted with the 
buffers describcd by Gorini et al., (1969) in the 
following conditions. 

Papin digestions. Rat IgG at a concentration 
of 10 mg/ml were .digest& (1) with 
mercuripapain in the presence of 0.001 M 

çystciiic or with 2 x ~rysiiilli~cxi papiiin witliout , 

çystciiic iit an cnzymc Io protcin ratic. of' 
E,S = I", (wlwlor S',', for 4 hr or 18 hr: (2) with 
mercuripapüin or 2 x crystüllized papüin in the 
prcscnce of 0.01 M cyteinc ai E/S = 1 ",, for 4 hr 
or 18 hr. 

Pc~psilt <lif:t~sti<~~.s. Digestions of 4 hr or I 8 hr 
were performed with an enzyme to protein ratio 
of I",, (with or without the presence of cystcinc 
0.01 Ml. or Y',,. IgG weredissolved in the sodiuiii 
acetatc 0.1 M buffer. pH 4.5. dialyzed 16 hr i ~ t  

4 C aminsi the same buffer. and adjusted to il 
concentrütion of 10 mgiml prior 16 digestion. 
lncreasing immunoglobulin concentrations from 
10 to 30 mg/ml and an E/S of Y,, were also uscd. 

lmmunoelectrophoresis was carried out on 10 
x I O  cm slides of ln ,  agarose in sodium barbital 
buffer 0.078 M. pH 8.2. lmmunoglobulins or 
enzymatk digests (0-2-54.5 mg) were analyzed 
usiiig iiihhit antiseruni to rai wriim proteins and 
goal (or rabbit) serum monospecitic for the 
hea\,y chain of the IgG subclass. 

Po/~~crcr~-lrrrriitI~~ gc*/ cltc.rropliorc~.sis iit SDS 

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

Electrophoresis of the unreduced samples was 
performed in a gradient of acrylamide for 5-25". 
concentration (in 0.375 M Triç-HCI, pH 8.8. 
0.1"" SDS). cast into a mold containing two glass 
ceils (inner dimensions 13 x 1 O x O. 1 cm) held 
by a simple device recently described (Kerckaert. 
1978). The stacking gel contained 5y0 
acrylamide, 0.125 M Tris-H,SO,, pH 6.8, and 
0. Io,, 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 werc adjusted to a protein 
concentration of 2 mglm1 in 5% SDS, 0.075 M 
iodoacetamide. ï he  solutions were' heated for 5 
min at 96°C and a further 30 min at'45"C. Protein 
(10-20 [rg) 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 1 1,700) 
and, in somecases, rat IgE (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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I:lcu.trcjplror~?js d ihc r~duccd sütiiplcs \\as rclc;iwd iti Ygiilic:~tit anioutits I'roiii lplli2;i 
c;irricd oui in a similar manncr. cxccpi ihat iii proicitis. Witli s Iiiglrcr conc'~'titritiit~ti ofaizyiiic 
sonie c:iws I(Pb, ricxylümidc gel ws uwd instc<ict (Y,, relative tu protciii). IgG l iipp~.iird the t~iijst 
{II' i lie sr:itliciit .5-15",,. l'hc. SI iiiplcs \\ crc ~wep;irc~l rcsistiiii1. wii h I hc prcwiicc of a Iiigh inolc~iiliir 
;i\ ilc?;~.riM hclimcsc~p ihiit I-ii~crc;ipttr.tli;i~~ol tsciglit Ifagniciit. whcrc;ts in a11 tiic otlicr 
WIS a d d ~ d  IO the dialyzcd wmplcs (linal siihc.Iassc5 dipwion in low niol:citliir wciplit 
concciitraiioti Y',) and iodoacctamidc omiitcd. Ii-:iptiiciits was tiwrlg completc. The cotnpoiiciit 

Alicr clwirophotesis (2 hr 30-3 hr ar 40 niA 1. of' higli iiictlr~ular #right rclcüscd Iiotn IpG 1 is 
ihc gel slahs wcrc stained with O.le,, Cwinüssic vcry proh:~hlg a Rab),. as alicr reduction by 2 
Brillitiiii Blue in mcthiinol'trichloroacctic 31E. a proiein hitnd ol' mol. tvt 13.000b25.000 
;iciJ \\.titcr (25,25.50). The inolcu.ular \vciglits ol' t\;is otily ohscr\ed (i.c. lipht ch;iiii ;ilid t'd 
ilic iiiiniuiic~gl<rhulins and thcir ïragnictits \tcrc inolccuhr tvciglits). 
cstimatd ïrom a cafibrütiori eurvc of the Püpaia rcMa;~ircc of' ilic igtil siihcliiss \\as 
logarithm of molcnlar weight markers agiiinst Iiirtlicr dcmonstriiicd ttlicn the r:it IgG ucrc 
ihcir distance of migration in ihc FI. For high digestrd tviih 2 x crystnlli/cd papaiii (Fig. 
iiiolcculür wcighi fragments (abovc 80.000 ?A). TIic IgG I protciiis tvcrc nlnio\c iiiidiscsrcii. 
ci;iltons) o ailibration curw of the log of mol. ut evcii \vith a high pspüin conccntratioii (Y',,). I i i  

iiliirkcrs iipainst tlie log of the conccntrütions of the samc conditioiis. cleüviigc of IgG2ii \\ils 
acrylarnidc rciched by the .marker wüs found niucli more coniplcte. thow of IgGZb and IgGlc 
morc accurate (Lambin. 1978). king oiily piirtiül. 

Inirnutioel~v~r~~pIi~~rcsis was performed IO 

RFSUI.'~'~ dctcct ihc rcicasc of Fab and Fc fragments from 
the protein\. \Vit h mercuripapain at l ",, 

.\lier prorcolytic clcüviigc. thc iminuiio- concciitration rclati\c IO protein (Fig. 3). 
plol.rulin digests tszre aniilyzcd bu polycr! - prc'cipitatioii iiiics of Fab and Fc mobilities wcrc 
lartrictc gel clcu.trophorcsis in SDS (PAGE-SDS, alrcrrdy ohcr~cd tvithiti 4 hr of digestion tor 
ltitli or \titlioui the reductioii of thc maicrials by IgG2a. wlicreiis iio Fab and Fc lines were present 
2-iiicrcaptocikinol ( 3  ME) and by immunoelec- in lgGl and IgG2b digests after the same tirne of 
trophorcsis. digestion: Fc fines could onfy be obscrved after 

18 hr. For IgG2c. Fab and Fc lines were prcsent 
Plr\~tritt tii.ctn.vtitui s~trdi<*.v in a 4 hr digest but thc digestion t\*as not 

.-ititri~.\i.\ of'rlic .vt*tisitii.iry IO pc~pc~iri of'rirr l*cG coinplcv aster 18 hr. as a third precipitation 
\trhl.itr.\.\t..~ In order to distinguish ht.itvc.cn band sharing comnioii determinants with Fab 
papain rcsistant and papain sensirite rat IgG and Fc \vas observed. With a higher enzyme 
subclasxs. a procedure similar to the one conceiitration (Y,,). cleavage in Fab and Fc 
describcd ïor human IgG (Gergcly cnr ai.. 19701 appcared completc for 1gG2a and IgG2b: on the 
\vas iiscd. Monoclonal IgG bclon~iti@ to coiitrary. a precipitation line of a mobility 
diffcrent rat IgG subclasses and IgG2a isoliitcd similar to undigcsted protein was observed in 
from normal rat serum (NRS) weredigestcd 4 hr lgG l and lgG2c digests. 
eithrr with mercuripapain in the prescnce of Tlic c:ïi.ci of' cysteinc r>ti pupuin digc*.vrioi~. 
c' steine 0.001 M. or with twice crystaliircd I~it~tir~ficcrrior, c.fthcjiwgaii~tts rcleuscd b~ pup<riir 
papain in the absence of cysteinc Figure 1 shott s iit /lie prwtrw qf 0.01 M rjrrait~t.  Incubation 
the pattern obtained in PAGE-SDS after with lu,, papain in the presence of 0.01 M cysteine 
digestion with mercuripapain at an enzyme to led to an almost complete cleavage ofthe papain 
protein ratio of I"/,(wlw) or 5%. of 2 monoclonal rcsistant rat lgG subclasscs 1 s  I and IgG2b 
IgG1. 3 monodonal lgG2a and lgG2a from (Fig. 2B). For thesc two subclasses. a minor 
NRS, 1 IgG2band 3 IgG2c monoclonal proteins. coinponcnt of mol. wt around IOO.000 was 
With an enzyme to protein ratio of 1:; IgG l and demonsiratcd by PAGE-SDS. togcther with 
IgG2b proteins appeared the most resistant to main bands of mol. wt 50,000 and 27,000 
papain. 1 6 1  being almost only digested iri a (IgGZb) or 28.000 (IgGl). A small anount of 
high molecular weight fragment (mol. wt material of high molecular weight was also 
105,000-t15.000daltons), whereasfor 1gGZb. a prcsent in lgG2c digests but not in IgGZa. 
large amount of undigested materi- (mol. wt lmmunoelectrophorcsis (Fig. 4) showed only for 
156.000) was present. Low molecular wcight IgGl proteins an intermediate precipitation 
fragments (mol. wl 50.000 and 27.000) were band kium Füh and Fc lines. The 
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LILLE O 

lgG1 lgG2a lgG2b IgG zc - 
M w x103 
- -- 

a b c d e  f g h i  i 

Fie. 1. PAGE-SDS (gradhi S-25'k acryîamide) of papain digests d rat IgG ( d i b o n  4 hr with 
mcrcuripapvinandO.Oûl Mcystcim).(a)IgGl IR 595; (b) I f i l  IR 656,(c) IgG2a IR 530;(d) l g û k  IR 418; 
(et IgG2a from normal rat xrum; (0 IgG2a IR 33; (g) lgG2b IR 863; (h) Igû2c IR 304;(i) lgG2c IR 558; tj) 
lgG2c IR 759. Mokfular wcight markers rat IgE (mol. wt: 189 x 10'). rai lgG2a (1% x IO3). 
phosphoryfvr b(% x IOJ). human r r u m  albumin (68 x IOJ). cgg albumin (43 x IV). giyceraMchyde-3- 

phasphale da;hydrogcnase (35.7 x IO3). cytochromc C (1 1.7 x 109. 



. Fie. r PAGE-SDS (5-25". acryiamide) of rat IgG ( I f i l  IR 595.1fih IR 530. Ifi2b IR 863. lgGk I R  
3&) digestion r i ih 2 r CrySIallired papain i l",,L (A) Digestsin the absence ofqsteine; (B)di- in tlic 

p r m  of 0.01 M cystcin.: (a) 1 hr digcsix (b) I I  h i  di* Lcfi-mol. n x IO-'. 

approximate molecular weight of the main T ~ ~ I C  I .  Mokular weighu of the main componcnis 
protein bands observed by PAGE-SDS Gth or o k m e d  by PAGE-SDS of n t  16< p a ~ i n  diplis (1::. 

ppin uiihqstcine 0.01 M) wiih or withoui reduction by 2- 
without reduction of the digests by 2 ME is given m-p~hrinol (2 ME, a, 5=.. concmtration 
in Table 1. For t h m  of the subclasses, IgG1, 

Dieesî reduced 
IgGk and lgG2b one of thecomponents has the Unreduccd digest with 2 ME 
same molecular weight with or without reduction 
by 2 ME: 28.Oû0 for IgG I.27,000 for 1gG2a and 50.000 23-25.000 

IgG2b. In 1gG2c digests a main protein band of 
1 6 1  28.000 28.000 

50,000 daltons was observed together with minor lgG2i 50.000 23-25.000 
bands of mol. wt 75,000 and 23,000; after 

27.000 27.000 

reduction by 2 ME. the main component has a 68.000 
52.000 

23-25.000 

mol. wt of 23.000 (mokcular weight of the light 
IgG2b 

' 27.000 27.000 

chain) and isassociated with minor bands of mol. 1BGZ 50.000 23.000 
wt 25.000. 27,000 and 1l.000. A compomnt of 
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anti- 61 
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lgG2b native 
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Fig. 3. lmmunoelmrophorrsis of mi 1s subclasscs native and digested with menxiripapain a i  enzyme ro 
proiein rïtioof l'',,or 50, in ihc prcscncc ofO.OOI Mcysteine. Anti 72c antixrum is alsoanii-idioiypic for the 

IgG2c protein (IR 304). 
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Fie. 4. lmmunockctrophorcsis or rat IgG subck6~ native und dipted  with pdpain at 1"" enzyme to 
proiein ratio in the presena oî 0.01 M cystane. Anti 72c antismtm is also anti-idiotypic for the 1 6 2 s  

protein (IR 304). 
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M.W. IgGb l g G  2a lgG2b IgGzc 
xîo4 a c d e f  g h i  

189- 
5 A 

l!? -- 
- L-- - = m * - -  

9 6 t  - - - - -  -- 

Fig. 5. PAGE-SDS(5-2S0.acrylamide~dKnt)ofrat IgG digestcd 4 hr witb pepsin ai I:,(w!w)cnzyme to 
protein ratio. (A i  Unreduced digests. (BI Digats duad by 2-mercaptoethanol (finalconcentration Sn,,). (a) 
IgGl IR 595: (b) IgGI IR 656: (c) l g G b  IR 530: (d) lgG2a IR 418; (e) l g G h  from normal rat m m :  

(f) IgG2a IR 33; (g) IgG2b IR 863: (h) IgG2c IR 558; (j) IgG2c IR 759. 

mol. wt 68,000 was present in PAGE-SDS of 
lgG2b 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 
noncovalent Fc from rat IgG2a (mol. wt 27,000) 
and IgG 1 (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 IgG2c, 
no component that could be takm 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 IgG2a from NRS after a 4 hr 
digestion with 1% pepsin. Al1 the ptoteins 
appeared only partially digested except proteins 

of the IgG2c subclass, in which a complete 
clcavage in fragments similar in size to F(abx 
(mol. wt 96,000) and pepsin Fc, pFc (mol. wt 
13,000) has occurrcd. After reduction of the 
digests by 2 ME. it was noticed that in al1 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 IgG2c 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 IgGl and IgG2a proteins was still incomplete 
after 18 hr at 5% pepsin (Fig. 6). IgG2b appeared 
wry 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 



Fig. 6. PAGE-SDS (5-ZP/: aerylamide) of pcpsin digests of nt lgGi (1 R 595) and lgG2a (IR 530). ( a )  
Native protein; (b)4 hrdigest with Io/, pepria:(c) 18 hr di* with 1% 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 obsewed and no band of light chain. 
Immunoelectrophoresis (Fig. 8) showcd two 
precipitation lines of mobility identical to the 
protein. For the IgG2c subclass, the increase of 
enzyme concentration led to the production of 
multiple components of mol. wt 46,ûûû-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 th 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). 

~ncubation with pepsin in the presence of 

Fig. 7. PAGE-SDS (1-25% acrylamide) of  rat IgG2b IR 
-863. (a) Native proteni. (b) 4 hr digest witb 1:: pcpsin; (c) 18 
hr digest with 1% pcpsin: (d) 4 hr digest with 5% pepsin; (e) 18 

hr digest with 57" :;in. 
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Fig. 9. P A G E - S ~ ) S ( , ~ ? S " . , Ü L T ~ ~ ~ ~ Z I ~ I I ~  hrdigcsh sith p p i n  colfrai ($1 ( IR 595) IgGb tilt 5fO)aiid 
IgG-L' (IR Wb. (1) Nalivc IlyGI. (2 )  nü~i\r. lgG2ü. ( 2 )  native 1 6 2 ~ .  (a) Digest with I"..lu H) pcpsili: (hl 

dl* with 5"" (w w) pcpin: (CI di* sith I"., (w wl pcpsln in the pmcnc~ of o.Ol .tI cystanc. 

cysteine (0.01 M )  has no significant enèct on the 
digestion of I&I and IgG2b protcins. For the 
IgGh subclass. an increase of the production of 
F(ab1' fragments was observed (Fig. 9). IgGZa 
appeared the most sensitive to the addition of 
cysteine. as signiticant amounts of a F(ab)' 
fragment were produced in these conditions (Fig. 
9). 

Another difference between the rat lgG is the 
amount of pFc reteased from the protejns 
according to the IgG subclass. Immuno- 
electropkoresis (Fig. 8) and PAGE-SDS (see 
Fis .  6.7,9, 10) indicated clearly the presence of 
pFc in the case of IgG2a and IgG2c: less was 
released from IgGSb, but this fragment was not 
detected in the case of IgG 1. The modification of 
the protein concentration from 10 to 30 mgfml 

a b c  d 
v. . M W X ~ G ~  

Fig. 10. PAGE-SDS (S25":,acrylamidcldplnin digestsof 
rat IpC2c (IR 304) r c d d  by 2-rnennriptœlhünol(S~. linal 
concentration). (a) 4 hr digest with I?,(w/wt pepsin; (b) 18 hr 
digca with 1"; &a; (c) 4 hr digest with 9; (wlw) pepsin; 
(di 18 hrdijpt witb 55; (w/w) pepsin. L. light ctirin oflgGZc 

(IR 3û4). 

had no signiticant effeci.on the release of F(abl; 
and pFc from IgGl monoclonal proteins. 

The results of these studies indicate that rat 
IgG molecules are differentially 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). IgGl was found the 
most resisrant to papain. as the majority of the 
fragments produced (even with hi@ con- 
centration of the enzyme) wereof high molecular 
weight and related to F(ab),. The susceptibility 
to papain cleavage was found in the ordcr: 
lgG2a > lgG2c > 1gG2b > 1gG1. .The resistance 
to papain of rat IgG 1 resembles the one of mouse 
IgG 1 (Gorini et al., 1969) and those described in 
other spccies: human IgG2 (Gergely et ut., 1967: 
Jefleries et a/.. 11967: Gergely ut al., 1970); bovine 
colostral IgGl (Fang 8: Mukkur, 1976; Wie cr 
al.. 1978); goal IgG2 (Micusan & Borduas. 1975) 
and a subpopulation of rabbit IgG (Jefferies & 
Stanworth, 1967). Rat IgG2a appears more 
sensitive to papain than mouse IgG2a (Gorini et 
al., 1969). This may be related to a greater 
accessibility of the hinge to papain, as i t  has also 
been demonstrated that the inter heavy chain 
bridges of the hinge region are very labile to 
reduction (Rousseaux a al., 1979). The 
molecular features responsibk for the resistance 
(or sensitivity) to papainare net well established. 
The number of inter heavy chain disulphide 
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bridgcs. and the sequenccs of the hingc rcgion in 
Iiunian IgG (Frangione & Milstein. 1968; 
Edelman er cri.. 1969: Pink cr al.. 1970; Miistcin & 
Fririigionc. 1971: Adlesberg ct al.. 1975; 
Michaelscn & Naivig, 1974) and in mouse IgG 
(Svasti & Milstcin. 1970. 1972; De Préval et al., 
1970) do not demonstrate clear structurdl 
relationships between the IgG subclasses 
resistant (or sensitive) to papain. Perhaps the 
structural anülysis of the hinge of rat IgG 
suhclasscs niid comparison io human and mouse 
IgG by the use of sccondary structure prediciions 
(Chou 8c Fasinan. 19741 could demonstrdie the 
molecular mechanism of resistance to papain. 
The prcscnce of an oligosacchüride in the hinge 
rcgion has been proposcd to explain the 
resistancc to papain of some molecules of rabbit 
IgG (Fünger & Smyth. 1972~. b). Howcwr. such 
an oligosaccharide has not been found in the 
sequence of the .J heavy chain of mouse IgG1. a 
papain-resistant IgG subcIass (Atedugbo, 1978). 
Nevertheless, carbohydrate analyses of rat IgG 
subclasses are in progress to find out whether a 
correlation between sugar composition and 
resistünce to papain could exist. 
' 

The addition of cysteine at the concentration 
0.01 M led to a complete cleavap of al1 IgG 
subclasses in Fab and Fc fragments. Gorini ei al. 
(1969) have suggested that cysteine induces a 
steric rearrangement of the molecule rather than 
a reduciion of the disulfide bonds of the hinge. 
The rnolecular weight of the fragments observed 
in PAGE-SDS are consistent with the release by 
papain of ü non-covalent Fc from IgGh and 
IgGl 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 lgG2c digests. 
Arend ut al. (1977) have found that long time 
digestion with papain of rat IgG2a releases two 
types of noncovalent Fc: Fc(1) (mol. wt 25,300) 
and Fc(I1) (mol. wt 20,300). Such heterogeneity 
of the Fc was not demonstrated by Our 
experimenis 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 jxpsin 
digestion were also put in evidence by our 
studies. IgGl and IgG2a were found the most 
resistant and IgG2c the most sensitive to pepsin. 
An order of sensitivity could be defined: 
IgG2c > lgG2b > IgG2a > IgGI. Fragments 
similar in size to F(ah)' were detected in two IgG 

subclüsscs: lgGlc and IgG2ü. Thcy arose in 
difkrcnt cxperirncnt:il conditions and their 
gcnesis appcars difircnt. In the case of IgG2c. 
the amount of F(ab)' fragment rcleascd by 
pepsin increased with the length of incubation 
and with high enzyme to protein ratios. The 
increase was proportional to the disappearince 
of F(abK. Examination of the products of 
digestion-by PAGE-SDS with reduction by 2 
M E  suggcsted that F(ab1' arose from the break- 
down of F(ab); by a digstion ofthc liinge rcgion. 
ln the case of lgG2a. the release of F(ab)' 
fragments was observed mainly when pepsin 
digestion was conducted in the preience 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 ci 
al.. 1979). No cvidence for a proteolytic cleavage 
of the hinge was obtained as it was thecase for rat 
lgG2c. 

Another clear difference between rat IgG 
subclasses is the amount of pFc released upon 
digestion by pepsin. A good yield of pFc was 
obtained from the IgG2a and IgG2c proteins, 
less was released from 1&2b, but this fragment 
was not detectüble from IgG1, whatever the 
experimental conditions. The differences are 
probably related to the structure and 
conformation of the Cy, domain and of the inter 
Ci.,-C7, region. Relevance of the similar release 
of pFc (i.e. almost the Cf,) from 1gG2a and 
IgG2c to the known biological properties of 
these two subclassescan be pointed out. In effect, 
among rat IgG. lgG2a and IgG2c both bind to 
macrophages (Medgyesi et al., 1978). a function 
known to k e k t e d  by the C;., domain 
(Yasmeen er ;II., 1973: Dorrington & Painter, 
1974; Okafor cr al., 1974; Ciccimara er al., 1975). 

No clear identity between rat IgG and mouse 
or human IgG can be defined by our pepsin 
digestion studies. The sensitivity to pepsin of rat 
IgG2c resembles the one of human lgG3 or 
mouse IgG2b; however, a good yield of pFc is 
obtained from rat IgG29, whereas this is not the 
case for human lgG3 and mouse IgG2b. Rat 
IgG2a and human IgCl behave similarly as both 
are resistant to pepsin and give a good release of 
pFc, but the effect of cysteine on human IgG 1 is 
not known. F(ab); of the human IgG2 subclass 
are sensitive to further breakdown 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 resistiint both to papain 



and pcpsin: human IgG2 and rat 1gGI. 
It ir not known whaher rrsistancc of a 

prticulat IgG subiilass to protcolytic enzymes 
anaiyzed in our study mey rrCtect a mistancc to 
othcr enzymes. especially bacterial proteases. If 
this wüs ihc case, it could rcpresent, as suggsted 
for human IgA2 by Torano & Putnam (1978). an 
cscüpc from bacteriai proteases and therefore 
hüvc ü biologial significance. Further studies 
wiih diffcrcnr enzymes of bacterial origin would 
givc an ünswcr 10 this hypothesis. 

. . l~.kr<o~vlt~t~~c~ttt~t~t.~~-The hilpiu1 technical assistanre d A. 
M. Dche\L're. J. lierno. M. T. Picqui and J. P. Kints is 
gr~tcftiII? ;icknowlrulycd Siudics in Rruswic have k e n  
*iippt~rt~ul h' grüiii* ho. 3.41 5~i.76 and 3.%#)5.78 of FRSM 
klgium antl granit ROI-AI IZX.JO from the N.1.H. 
(U.S.A. 1. 1 !sr\& Bazin is a staff member of Euratom. Biology 
DI\ ision. 
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Monodonai IgG belonging to the four rat IgG subclasses (IgG,, IgC,, IgG,, IgC,) and some IgG 
subclasses from normal rat semm were subjected to enzymatic degradation with Stafiylococcsrs aureus V8 
proteinase. The results show that only one subclass, IgC,,, is significantly cleaved by the enzyme, with the 
release of hvo main products identified as F(ab)2 and Fc-like fragments. This u*w susceptibility of the 
IgC, subciass represents therefore an easy means of identification and also offers a simple procedure for a 
preparation of F(ab), fragments from monoclonal IgC,, antibodies. 

introduction 

Enzymatic hydrolysis has been used for several 
years as a means of immunochemicaI analysis of 
the immunoglobulins, especially thecharacteriza- 
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 IgG subclass char- 
acterization of myeloma proteins 11). The effects of 
papain and pepsin have been extensively studied 
in different s&xies, especially man [2-51. mouse 
[6]. rat [7]. cow [8] and goat (91. The action of 
trypsin has also been investigated in man (101, 
mouse [6] and rat [I 1 j. Cleavage of IgG subclasses 
by other enzymes has also been reported to a 
lesser extent [12-151. 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. uureus V8 proteinase, 
specific for giutamic and aspartic residues 116- 181, 

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

Materiais and Methods 

Purifcation of rat immunogIobuIins. Monoclonal 
rat IgGs were isolateci using procedures previously 
described [19,20). IgGh 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 previoudy reported [21]. 

Anriseru. Polyvalent rabbit antisera to rat serum 
proteins were purchased from Sebia. Antisera 
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specific for Fiib of rat IgG. Fc of rat IgG. aiid 
iintisera specific for IgG subclasst~ were prepared 
essentially as reported in Ref. 19. 

Ett:yt~lutic digestiotts. Proteinase froni S. uurc.1i.s 
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 IgGs 
(10 nig/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 saiiiples. 
Until analysis. samples were stored nt - 70°C. 

Isol<rtiort of the proteofvtic frugtnetits fior11 triorio- 
clonul rut IgG,,. Digestion of moimclonal rat IgG1, 
(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 enzyme/protein ratio of 1/30. The 
digest was dialyzed at 4OC against 0.01 M sodium 
phosphate/O.l5 M NaCl buffer, pH 7.4 and frac- 
tionated at 4OC 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. 

Intmunoelecrroplzoresis. immunoeiect rophoresis 
was carried out in 1 9  agarose with 0.078 M sodium 
barbital buffer. pH 8.2. 

Po!r.actylumide gel electrophoresis. Polyacryl- 
amide gel electrophoresis in SDS was performed as 
described by Laemmli [22] with the modifications 
previously reported [7]. 

Results 

Anu!vsis of the digestton products froni the four rut 
IgG subclusses 

Monoclonal IgGs belonging to the four differ- 
ent rat IgG subclasses were digested with S. uureus 
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). i t  was obxrved that IgG inciibatcd in 
licetate buffer give multiple bands witli M, slightly 
lower than that of the intact IgG. but releiise of 
clearly identifiable fragments was only observed 
for monoclonal IgG, IR 863 and IgG , 1 R 27. For 
IgG2, IR 863. ri fragment with M, 28000 was 
released after incubation in acetate buffer. A friig- 
nient 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 alniost the sanie 
patterns (Fig. 1A. parts 2 aiid 3). A significaiit 
cleavage was only observed in the case of IgG?, IR 
863. This IgG was found completely split into two 
main fragments with M, 105000 and 28000. Anal- 
ysis of the digestion products after reduction of 
tlie disulfide bridges is shown in Fig. 1 B. 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 IV, slightly lower thiin the 
light chain were found. more especially for IgG 
digested in phosphate buffer (see Fig. 1B. part 3j. 
Componqnts with iM, slightly lower than the heiavy 

.chain (between 45000 and 50000) were also ob- 
served in several cases (see for example IgG di- 
gested in acetate buffer in Fig. lB, part 1). The 
only IgG for which a complete cleavage of the 
heavy chain was obtained after digestion at pH 7.8 
was IgGI, 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 sarne M, 
28 000, in reducing and non-reducing conditions. 

lmmunoelectrophoretic analyses of the diges- 
tion products from monoclonal IgG are sliown in 
Fig. 2. The presence of precipitation lines with 
rnobility clearly different from that of uiidigested 
IgG was only noticed in the case of IgGIh 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. 

IgG subciasses isolated from normal rat serum 
were also digested with S. uiireus V8 proteinase. 
Three purified subclasses. IgG,. IgG2, and IgG2,, 



and a fraction containing both IgG,, and IgG2, 
(in a ratio of about 1/1 as determined by single 
radial immunodiffusion with specific anti-y., and 
anti-y2, antiserî) were digested with S. uurrus 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- 
Jucing conditions (Fig. 3) showed that a fragment 
of IV, 105000 was observed for the fraction con- 

taining IgG,, and IgG,. Other igG subclasses 
seemed more or less uncleaved by S. uureus V8 
proteinase. Analysis in réducing conditions (Fig. 
3) showed that the fraction containing IgG,, and 
IgG?, not subjected to hydrolysis (lane 7) con- 
tnined two y heavy chains with different molecular 
weight: the first (Mr 55000) has the same molecu- 
lar weight as y,, heavy chain from monoclonal 
IgG,,. while the second (4 52000) has the molec- 
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Fig. 1. SDSpolyacrylamide gel electrophoresis of mona;lonaI rat IgG digestcd with S. aureus Y8 pro"nw. A. Unreduccd sampln. 
B. Samples reduced with 2-mercaptathan01 (final concentration 5%). (1) Digestion in 0.1 M ammonium acetate buffer PH 4.0: (2) 
digestion in 0.1 M ammonium bicarbaute/O.û02 M EDTA buffer. pH 7.8: (3) digation in 0.1 M sodium p h a p h a t e / 0 . ~ 2  M EDTA 
buffer. pH 7.8. a. IgG, IR 27: b. lgG2* IR 418: c. lgGia IR 530: d. IgG, IR 863: e. 1gGiC IR 304. Numben on the left indicate the 
position of rnolecular weight markers ( x  IO-'): rat IgG (155-10'): phosphoylaw b (%.IO'); human serum albumin (68.10'): 
ovalbumin (43.10'): glycenldehyde->phosphate dehydrogenar (35.7- 10'): cytorhrom c (11.7. IO'). 
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Fig. 4. Purification of fragments releaaed froin digestion of rat 
IgG2, IR 863 (50 mg) with S. uccreccs VU pr»tein;tse in 0.1 51 
sodium phosphare/0.002 M EDTA huffer. pH 7.8. A. Gel 
filtration on Ultrogel AcA-44 column (2.6 X 90 cm) in 0.01 51 
sodium phosphate/O.lS M NaCl buffer. pH 7.4 (flow rate. 15 
ml/h: volume of fractions. 5 ml). Arrows indicate the position 
of molecular weight markers. IgG. rat IgG,,; USA. bovine 
serum albumin: OVA. ovalbumin. B. Purification of fraction 3 
bu DEAE-cellulose chromatography (column dimensions. 1.6 x 
10 cm: flow rate. 15 ml/h: volume of fractions. 5 ml). Elution 
buffers: 0.01 M sodium phosphate. pH 7.8. lollowed by 0.2 51 
sodium phosphate. pH 6.8. at the point indicated by the arrow. 

Fig. 2. Immunoelectrophoresis of monoclonal rat IgG (IgG, IR 
27. IgG, IR 530. IgG2, IR 863. lgGz, IR 304) digested with S. 
ulerrics V8 proteinase. (1) Digestion in 0.1 M ammonium ücetiite 
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: antiseruni to rat scrum 
proteins: anti-Fcy: a n t i s e ~ m  to Fc of rat IgG. 

Unreduced . Reduced 

Fig. 3. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of IgG fractions from normal rat a r u m  after incubation with S. uureus V8 proteinase 
in 0.1 M sodium phosphate/0.002 M EDTA buffer. pH 7.8. Left. unreduced samples. Righi. samples reduced with 2-mercaptoethanol 
(final concentration 5%). 1. native IgG,; 2. IgG, digested with S. uttreus V8 proieinase: 3. native IgG2,: 4. IgG,, digested with S. 
uureus V8 proteinase: 5, native IgGk: 6. igG2, digested with S. uureus V8 protrinasr: 7. fraction containing IgGL and IgG?, (native): 
8. fraction containing IgG, and IgG,, digested with S. uureur V8 proteinase. Numbers on the Iefi indicate the molecular weight 
( X  10-3) .  
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both IgG,, and IgG,,. IgG,, is cleaved into a 
fragment with M, 105000. i.e. identical in size to 
the fragment released from monoclonal IgG,,. 
Howçver. it must be noticed that the fragment of 
M, 28000 observed in the case of niondonal 
IgG,, IR 863 (Fig. 1) does not seem to be released 
from normal IgGTh. Analysis in reducing condi- 
tions of IgG ,. IgG, and IgG,, subclasses digested 
with S. uirreirs V8 proteinase show the presence of 
fragments with low molecular weight (about 10000) 
and in the case of IgGh subclass a diminution of 
intensity of the light-chain component. 

Anulysis of ~ h e  fragments released hv cliqesrion of 
monoclonal IgGJh 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of IgG 
digested with S. uureus V8 proteinase at pH 7.8 
showed that IgG, was the only subclass to be 
cleaved into two main fragments: M, 105000 and 
28000. 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 IgG,, IR 863 incubated with S. aureus V8 
proteinase in phosphate buffer, pH 7.8. Three 
peaks were observed with apparent molecular 
weights 155 000, 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, 21 000 (Fig. 5A). Im- 
munoelectrophoresis showed that peak 2 reacted 
with an anti-Fab antise:um. but not with an anti-Fc 
antiserum (Fig. 5B). Taken together, these results 
suggested that the main fragment (M, 105 000) 
present in peak 2 was an F(ab)2-like fragment. 
made up of two light chains associated to two Fd 
fragments ( M, 26 000). 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, 28000) and three 
minor with M, 26000, 24000 (light chain) and 
21 000 were noticed. Immunoelectrophoretic anal- 

ysis of peak 3 showed two precipitation liiies: one 
(anodic) reacted only with an anti-Fc antiserum. 
whilc the other (cathodic) reacted oilly with an 
anti-Fab antiserum (Fig. 5B). Purification of the 
two fragments present in peak 3 was achieved by 
DEAE-cellulose chromütography (see Fig. 4B). 
Two fractioiis (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 abd reacts only with an anti-Fc antixrum 
( Fig. 5). Taken together, these results suggested 
that peak 3 contained two fragments: one minor 
(IV, 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 
62000 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. 
mrreus 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 
[16-181. The result obtained for monoclonal IgG,, 
suggests that a glutamyl bond of the hinge region 



is split by S. uureics V8 proteinase at pH 7.8. wliile 
this is not the case al pH 4.0. The absence of 
cle;iviige at pH 4.0 is probably not linked to dif- 
ferences in activity of S. uitrcrus V8 proteinase at 
pH 4.0 and pH 7.8. In füct. Drapeau et al. (161 
have sliown that S. uureus V8 proteiiiase is more 
active at pH 4.0 than at pH 7.8. .Differences ii i  

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 modificü- 
tions of conformation at acid pH have beeti ob- 
served for exaniple for rabbit fgG [23]. 

The absence of cleavage in F(ab). and Fc frag- 
ments in the case of monoclonal IgG of 0 t h ~  
subclasses suggests that IgG,, has a unique struct- 
ural feature in its hinge region. Le.. a glutainic acid 
residue accessible to cleavage, this residue being 
absent in hinge regions of other IgG subclasses. 
Monoclonal IgG from IgG,. IgG, and IgG, sub- 
classes showed minor cleavages by S. uureus V8 
proteinase and the results of SDS-polyacrylamide 
eel 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 IgG,, subclass found with mono- 
clonal IgG was also observed with IgG:, from 
normal rat serum. Indeed. with a fraction froin rat 
serum containing both IgG., and QG2,. only IgG,, 
was found to be split by S. uureus 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 IgG2, are not clearly 
understood. It may be suggested that use of a 
lower enzyme-to-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. uureus 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 IgG, 
by S. aureus V8 proteinase using digestion in a 
buffer containing SDS. Two fragments were re- 
leased: one, designated F(abr),, is similar in sire to 
the F(ab), fragment released from rat IgG2,; the 
other, designated F(ab&, was not found in our 
study. 

III conclusion. cleavage of nioncwlonal or nor- 
mal IgG with S. uurerrs V8 protcinüse offers ail  
easy methcd for identification of IgG,, subclass. I t  
also offres an easy procedure for preparation of 
F(ab), fragments from monoclonal antibodies be- 
longing to rat IgG,, subclass. 

The helpful technical assistance of J. Herno. 
A.M. Mir and M.T. Picqut. is gratefully acknowl- 
edged. These studies have heen supportrd by CRL 
No. 80.30.28 INSERM and LA No. 268.04 CNRS. 
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Optimal Conditions for the Preparation of Fab and 
F(ab') , Fragments from Monoclonal IgG of 

Different Rat IgG Subclasses 

J. Rousseaux, R. Rousseaux-Prévost and H. Bazin ' 
Inzrttut de Recherches sur le Canm a Unité 124 ùe îINSERM. BP JI 1. Pluce de Vedun, 59010 Llle 

Ci<k.~. France and ' Experimentd Immwiolog). Unir. Untcersi~v of &nma~n. Clos -ChupeIIe - aux -Cl~untps, 
30- 1200 B m h .  Belglgrum 

(Received 21 December 1982. accepted 23 May 1983) - 

l'he optimal conditions for the preparation of Fab and F(ab')l fragments from mnoclonal rat IgG of 
different subdasses are described. Digestion of lgû for 2-4 h at 37OC 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 
fragnmts are isolated by sequmtial chmmatography on Ultrogel AcA 44 and on DEAE-cellulose 
columns. In the case of lgG2c subclass. Fab fragment may be directly isolated by chromatography on 
Protein A-Sepharose. Production of F(ab'), fragments fmm rat lgGl and lgG2a is ohtained with best 
ykld by trcatmcnt at acid pH (pH 2.8) befon incubation with 1% (w/w) pepsin at pH 4.5 for 4 h at 37OC. 
For monoclonal lgGZb the best procedure is incubation with S. w e u s  V8 protease at pH 7.8 (4 h at 37OC 
with an E/S ratio of 1/30 (w/w)). The best yieM of F(ab')l from monoclonal IgGk is obtained by 
incubation for 4 h at 37OC with 1% (w/w) pepsin. F(ab')2 fragments (or the F(ab),-like fragment released 
by digestion of IgG2b with S. aureus V8 protease) are isoiated by gel filtration on Ultrogel AcA 44. 

Key words. rat - IgG subçI4~ses - pmfeo@tic ckauage 

Preparations of F(ab'), or Fab fragments from IgG antibodies of defined 
s~i f ic i t ies  are sometimes needed, for example when non-specific binding of IgG 
antibodies to cellular surfaces of lymphocytes via Fc receptors must be avoided. 
Monoclonal IgGs from the rat differ in sensitivity to papaïn and pepsin and the 
differences relate to IgG subclass (Rousseaux et al., 1980). This paper extends 
previous observations and describes optimal condirions for preparation of Fab and 
F(abf), fragments from monoclonal IgG of each of the four rat IgG subclasses: 
IgGI, IgG2a. IgGZb, IgGZc. 

Materid and Methods 

Immunoglobulins 
Monoclonal rat IgG were isolated from ascites produced by LOU rat immuno- 
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cytomas using procedures previously described (Bazin et al.. 1974; Rousseaux and 
Bazin. 1979). 

E117tne digestiotr 
Digestion of IgG (10 mg/ml) with papaïn was performed in 0.075 M Na-phos- 

phate. 0.075 M NaCl buffer. pH 7.0. containing 0.01 M cysteine. Mercuripapaïn 
.(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 37OC. digestion was terminated by addition of 
iodoacetamide (final concentration. 0.0 15 M). 

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

Digestion of monoclonal IgG2b with S. uureus 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 incubation at 37OC. digestion was stopped by 
quickly freezing the solution. 

Pirrification of Fab and F(ab)? fragments 
The Fab fragment released by papaïn digestion of monoclonal IgG 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 NaCI. 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-ptiosphate buffer, pH 7.8. The column was 
successively eluted with the equilibration buffer: 0.01 M Na-phosphate buffer. pH 

- 6.8; 0.05 h.4 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)2-like fragment released by digestion of monoclonal IgG2b with S. aureur 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 
Immunoelectrophoreses and polyacrylamide gel electrophoresis in SDS were 

performed essentiaily as described previously (Rousseaux et al., 1980). 



Results and Diussion 

Prepurutio~ of pupuïn Fuh fragntents 
Digestion of monoclonal IgG of different subclasses with 1% (w/w) papaïn in the 

pre&nce of 0.01 M cysteine lads  to an almost complete cleavage of igG into Fûb 
and Fc fragments after incubation for 2-4 h at 37OC. In the case of monoclonal 
IgG1. IgG2a and Ig62b. gel filtration on Ultrogel AcA 44 of the papaïn 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 fiitration step is completely purified by chromatography 
on a DUE-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 0.01 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. 
1 B). The Fab fraàment released from monoclonal lgG2a 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 IgG2c. a subclass that has high affinity for 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 IgGl and to a lesser extrnt IgG2a 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 (3C mg/ml instead of 10 mg/ml) 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 IgGZa, the 
use of a higher enzyme:protein ratio (5% instead of 1 % )  improved the jield of 
F(ab'), (see Fig. 2, lanes 7 and 8). Such results for lgG2a subclass are reminiscent of 
those of Wiliiams (1975) and of Winearls rt al. (1979). These au,thors used pepsin 
cleavage at a high enzyme:proieirc ratio (4%) but also at a slightly -ore acidic pH 
(pH 4.2 iristead of pH 4.5 in Our study). Under these conditions they observed 
complete cleavage (afte: 18 h at J7OC) of rat IgG2. This was probably n~ainly IgGZa. 
the major IgG2 subclass. WC found that complete cleavage into F(abl), was obtained 
if IgGl and IgG2a were previously incubated at acid pH (pH 2.8) as reported by 
Stewart and Stanworth (1975) for ntbbit IgG. The direct acidification of IgG 
solutions to pH 2.8 by addition of 0.5 M HCl as proposeci by Stewart and Stanworth 
(1975) was not found successful in the case of monoclonal rat IgGl, since it led to 
the iomation of highly itsolublc satcriai that could not be dissolved at higher pH. 
We found that the 'wt  method was to dialyze the IgG (15 m~/ml) for 16 h at 4OC 
agaigst 0.1 M Na-formate buffer, pH 2.8, then against 0.1 M Nn-acetate buffer, pH 
4.5 and then to adjust the protein concentration to 10 mg/ml before pepsin 
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Fig. 1. RiriTication of Fab fragment nleased by papaïn digestion of monoclonal IgG2a (IR 530). A: Gel 
filtration on Ultrogel AcA 44 (coiumn dimensions: 2.5 cinx90 cm; flow rate: 15 ml/h; volume of 
fractions: 5 ml; buffer: 0.01 M Na-phosphate, 0.15 M NaCl. pH 7.4) of 50 mg lgG2a IR 530 digested 
with papahl for 2 h at 37OC. Peak 1: Fc fragment; peak 2: Fab fragment. B: Purification of peak 2 (Fab 
fragment) by DEAE-celluloac duomatography (column dimensions: 2 cmx 15 cm: flow rate: 15 ml/h; 
volume of fractions: 5 ml). Peak 2a represents punfied Fab; peak 2b represents Fc (sec controls on 
SDSpolyacrylamide gel electrophoresis and immunoelectrophoresis). 



Fig. 2. SDS-pd-de gel electropboresii (7.5% acrylamide) of peptic digests of monoclonal IgG1 
IR 27 and IgGL IR 530. 1: Undigestecl I@l IR 27.2: Undigcsted IgGh IR SU). 3 and 4: lgGl IR 27 
digested with 1% (w/w) p~psin for 4 h rnd 18 h respectively. 5 and 6: lgG2a IR 530 digested wiih 1% 
(w/w) pepsin f a  4 h and 18 h mqwctiivdy. 7 anâ 8: IgC2a IR SM digested with 5% (w/w) pepsin for 4 h 
and 18 h respstivdy. 9 and 10: IgGl IR 27 digestai with 1% pepsin (w/w) for 2 h and 4 h respeciively. 
after preincubah r pH 2.8. 11 and 12: IgGh IR 530 digcsted with 1% (w/w) pepsin for 2 h and 4 h 
respeciively afkr 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. ~ & d  pH modifies the Fc conformation of IgG. 
probably affecting the conformation of the Cy, domain (Stewart and Stanworth. 

Fraction number 
Fig. 3. Gel filtraiion on Ultrogel AcA 44 (cdumn dimensions: 2.5 cmx90 cm; flow rate: 15 ml/h; 
volume of fraction%: 5 ml, buffer: 0.01 M No-phosphate. 0.15 M NaCI. pH 7.4) of 50 mg monoclonal 
IgG2b IR 863 digestcd with S. mveiu V8 pro-. Peak 1. undigestcd material; peak 2. F(ab),-like 
fragment; peak 3. Fe-iii fragment (sec controls on SDS-polyacrylamide gel electrophorcsis). 



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 IgG more sensitive to pepsin. papaïn and trypsin with. in 
al1 cases. production of an F(ab),-like fragment. 

Prateins of IgG2b subclass are more sensitive to pepsin than lgGl and IgG2a. 
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. uureus V8 protease provides an 
alternative to pepsin cleavage in the case of IgG2b. IgC2b is cleaved by S. uureus V8 
protease into an F(ab),-like fragment and an Fc-like fragment. This sensitivity to S. 
aureus V8 protease is unique to the lgG2b subclass (Rousseaux et ai.. 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(abS), and pFc fragments, but with time progressive conversion of F(abl) , to F( ab') 
is observed (Rousseaux et al., 1980). A digestion time of 4 h at 37°C with 1 Se (w/w) 
pepsin is thus optimal for the production of F(ab'),. With this incubation time. 
complete cleavage of IgG2c to F(abf), and pFc is obtained without noticeable 
production of F(ab'). 
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L'étude immunochimique des sous-classes d' 1 gG du Rat a été entreprise 

avec trois objectifs principaux : 

l0 Elle constitue une approche complémentaire à celle utilisant les antisérums 

monospécifiques pour caractériser la nature de la sous-classe dfIgG à laquelle 

appartient un anticorps obtenu après immunisation ou un anticorps mono- 

clonal. Nous avons donc essayé d'établir des méthodes simples pour identifier 

les sous-classes dlIgG du Rat par leurs caractères immunochimiques. 

2O L'existence de différences immunochimiques entre sous-classes dlIgG peut 

être mise à profit pour séparer certaines sous-classes partir du sérum. 

3O 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-à-dire, soit la fixation de l'antigène : Fab et 

F(ab')Z (fonction primaire), soit exprimant les fonctions secondaires de 

llimmunoglobuline : fragments Fc et pFcl principalement. 

Trois points ont été plus particulièrement étudiés : 

l0 Le poids moléculaire des chaînes lourdes gamma, 

2O L'action des agents. réducteurs sur les ponts disulfure inter-chaînes, 

3O L'action des différents enzymes protéolytiques : papaïne, pepsine, 

trypsine, protéase VI3 de S. aureus. 

Nous verrons comment les différences immunochimiques observees ont pu 

être utilisées : 

- pour mettre au point un typage chimique des sous-classes dtIgG, 

- 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'ISOLENIENT DES IMRlUNOGLOBULINES MONOCLONALES 

APPARTENANT AUX DIFFERENTES SOUS-CLASSES D'IgG DU RAT 

Les immunoglobulines monoclonales du Rat ont été isolées B partir des 

ascites ou sérums de Rat LOUIM 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 purifications sont indiqués dans l'appendice technique et la publication 

no 1. Nous nous contenterons ici de résumer brièvement les protocoles de 

fractionnement. La plupart comporte essentiellement deux étapes : 

- la précipitation des globulines par le sulfate d'ammonium Q 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 dlIgG1 monoclonales nécessite 

une étape complémentaire de filtration sur  gel dlUltrogel AcA 34 (IBF) pour 

éliminer les p globulines, (principalement la transferrine) (figure 20). Une 

purification sur colonne de protéine A - Sépharose peut également être 

réalisée (pour les détails techniques, voir chapitre IV). Les P globulines ne 

sont pas retenues sur une colonne de protéine A-Sépharose équilibrée à 

pH 8. Une faible partie de llIgG1 est également éluée Q'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 B 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 S globulines. BAZIN et al. (1974) et MEDGYESI et 



al. (1978, 1980) ont proposé une technique d'isolement comportant une 

précipitation des IgG2c par l'eau distillée ou l'acide borique B 0,5 %. Ces 

techniques ne nous ont pas donné de résultat satisfaisant, en particulier 

pour les ascites présentant des taux faibles d11gG2c monoclonales. Nous 

avons développé un protocole original comportant deux étapes principales 

(figure 21) : 

10 Une précipitation des globulines par le sulfate d'ammonium B 40 % de 

saturation, 

2 O  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  

- ltutilisation en gradient discontinu de molarite en NaCl (molarité 0 , l  M et 

0 ,2  M) , permet d'obtenir llélution en dernier de 111gG2c monoclonale. 

La contamination éventuelle de la préparation dtIgG2c monoclonale par de 

111gG2a peut être éliminée par chromatographie sur protéine A-Sépharose 

(pour les détails techniques, voir le chapitre IV). L11gG2a est éluée par un 

tampon de pH 8. L11gG2c monoclonale est éluée par llutilisation d'un tampon 

de pH 6 ou de pH 3 .  

B - ETUDE DU POIDS MOLECULAIRE DES CHAINES LOURDES : Y 1, 

Nous avons observé, lors de contrôles dfIgG monoclonales purifiées par 

électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS, l'existence de 

différences de poids moléculaire entre leurs chaînes 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 chaîne Y était 

localisée la différence de poids moléculaire. 



Figure 19. - Représentation schématique de l a  p u r i f i c a t i o n  de 

111gG2a monoclonale I R  530 (A)  e t  de ltIgG2b monoclonale I R  863 ( B ) .  

Après p r é c i p i t a t i o n  pa r  l e  s u l f a t e  d'ammonium à 40 % de s a t u r a t i o n  

e t  é q u i l i b r a t i o n  du p r é c i p i t é  p a r  chromatographie s u r  T r i s a c r y l  GF 0 5 ,  

les IgG mono clonales s o n t  p u r i  f i é e s  p a r  chromatogra~hie s u r  DEAE- 

Cellulose ou DEAE-Trisacryl M (colonne 3 x 30 cm ; d é b i t  : 30 ml/h ; 

volume des f rac t ions  : 5 m l ) .  

A : Elut ion p a r  l e  tampon a : Tris-HC1 0,05 M, NaCl 0,05 M, pH 8 .  

B : Elut ion p a r  l e  tampon a : Tris-HC1 0,05 M, pH 8 ,  puis  l e  

tampon a : Tris-HC1 0,05 M, NaCl 0,05 M, pH 8 .  
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Figure 20.- Représenta t ion  schématique de l a  p u r i f i c a t i o n  de 1 ' 1 ~ ~ 1  

monoclonale I R  27. Après p r é c i p i t a t i o n  de l ' a s c i t e  p a r  l e  s u l f a t e  

d'ammonium à 40 % de s a t u r a t i o n  e t  é q u i l i b r a t i o n  du   ré ci pi té (pa r  

chromatographie s u r  T r i s a c r y l  GF05) e n  t a p o n  Tris-HC1 0 ,05  M, 

pH 8, l a  p u r i f i c a t i o n  e s t  r é a l i s é e  p a r  chromatographie s u r  DEAE- 

Cel lu lose  (colonne 3 x 30 cm ; d é b i t  : 30 ml/h ; volume des f r a c -  

t i o n s  : 5 m l  ; é l u t i o n  p a r  un g r a d i e n t  de m b l a r i t é  e n  NaCl), p u i s  

p a r  chromatographie s u r  U l t roge l  AcA 34 qu i  s épa re  1' I R  27 des  

6-globulines ( 8 )  (colonne : 2,6 x 190 cm ; d é b i t  : 15 ml/h ; volume des 

f r a c t i o n s  : 5 m l ) .  
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Figure 2 1 .- Représentation schématique de l a  pu r i f i c a t i on  de 111pG2c 

monoclonale I R  304. L 'a sc i t e  e s t  p réc ip i tée  par  l e  s u l f a t e  d'ammonium 

à 40 % de sa tu ra t ion  ; l e  p r éc ip i t é  e s t  d ia lysé  contre l e  tampon 

phosphate 0,01 My  NaCl 0,35 M y  pH 7,4 puis e s t  équ i l ib ré  contre l e  

tampon acéta te  de sodium 0,2 My  pH 4,2 (chromatographie s u r  Tr isacryl  

GF05). La chromatographie s u r  CM-Trisacryl (colonne 3 x 30 cm ; 

débi t  : 30 ml/h ; volume des f rac t ions  : 10 ml), comporte l ' é l u t i o n  

par  3 tampons : 1 : acéta te  de Na 0,2 M y  pH 4,2 ; 2 : acéta te  0,2 My  

NaCl 0,l M y  pH 4,2 ; 3 : acéta te  0,2 My NaCl 0,2 My pH 4,2. 

La f rac t ion  A cont ient  des B-globulines e t  des IgGl e t  IgG2a ; 

l a  f r ac t i on  B cont ient  de 111gG2a ; l a  f r ac t i on  C cont ient  ltIpG2c 

monoclonale I R  304 e t  une proportion var iable  dtIgG2a (en général 

moins de 10 %) . 



1. POIDS MOLECULAIRE DES CHAINES LOURDES Y 1. Y 2a. Y 2b 

et Y 2c 

La figure 22 montre un exemple de séparation par électrophorèse en gel 

dlacrylamide - SDS (concentration d'acrylamide 7,5 %), dlIgG monoclonales de 

sous-classe IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c (réduites par le mercapto-éthanol 

5 %). On observe que les chaînes Y 1 et Y 2b ont un poids moléculaire 

apparent de 55 000 daltons alors que les chaînes lourdes Y 2a et Y2c ont un 

poids moléculaire de 52 000 daltons. 

Le tableau 4 indique les poids moléculaires obtenus par électrophorèse 

en gel de polyacrylamide-SDS B différentes concentrations d'acrylamide 

(5 B 15 8), pour des IgG monoclonales de sous-classes IgG1, IgG2a, IgG2b, 

IgG2c. Ltutilisation de différentes concentrations dfacrylamide 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 

entraîne une mobilité plus faible en électrophorèse B des faibles concen- 

trations d'acrylamide (par exemple 5 %) (SEGREST et al., 1971 ; SEGREST et 

JACKSON, 1972). L'utilisation d'une représentation graphique llpoids 

moléculaire apparent en fonction de llconcentration en acrylamide (11 A ) 

permet de déterminer une droite dont l'extrapolation à 11 A = O correspond 

B llpoids moléculaire réel (SEGREST et JACKSON, 1972 ; WARD et 

DOPHEIDE, 1976). La figure 23 montre les résultats obtenus pour les chaînes 

lourdes Y 1, Y 2a, Y 2b et Y 2c. Les chaînes Y 1  et Y2b ont donc un poids 

moléculaire de l'ordre de 2 000 B 3 000 daltons supérieur B celui des 

chaînes Y2a et Y 2c. Ces différences de poids moléculaires ont également été 

observées pour des sous-classes dlIgG isolées de sérum de Rat par chromato- 

graphie sur protéine A-Sépharose ou par chromatographie sur  DEAE-cellulose 

(voir chapitre IV). 

2.  LOCALISATION DANS LA CHAINE DES DIFFERENCES DE POIDS 

MOLECULAIRES OBSERVEES POUR LES CHAENES Y 1. Y 2a. Y 2b 

Pour déterminer dans quelle partie de la chaîne Y étaient localisées les 

différences de poids mol~culaires observées, nous avons utilisé la 



Figure 22 .- Ele ctrophorèse en gel  d' acrylamide-SDS (acrylamide 

7,5 %) d'IgG1 ( l ) ,  IgG2a (2a) ,  IgG2b (2b) e t  IgG2c (2c) mono- 

c lonales  r édu i t e s  p a r  l e  mercaptoéthanol 5 %. Les c h i f f r e s  s u r  

l a  gauche indiquent  l e  poids moléculaire (x 1 0 ~ ~ )  des chaînes y 

des IgGl e t  IgG2a. Les c h i f f r e s  s u r  l a  d r o i t e  indiquent  l e s  poids 

moléculaires (x 10-3) des chaînes y des IgG2b e t  IgG2c. 

L : chaînes l égè res .  



TABLEAU 4 .- POIDS M O L E C U L A I R E  A P P A R E N T  DES ~ H A I N ~ S ~ O U R D E S  Y D ' I ~ G  M O N O C L O N A L E S  DE SOUS-CLASSES 1gc1 - -' 
IgG2a ,  IgG2b ET IgG2c DE RAT 

( R é s u l t a t s  e x p r i m é s  e n  k i l o d a l t o n s  s o u s  fo rme  de  moyenne f un é c a r t  t y p e  d e s  d é t e r m i n a t i o n s  
r é a l i s é e s  s u r  un même g e l  d ' a c r y l a m i d e  p o u r  d i f f é r e n t e s  IgG m o n o c l o n a l e s  d ' u n e  m ê m e  s o u s -  
c l a s s e ) ,  

SOUS-CLASSES IgG MONOCLONALES POIDS MOLECULAIRE APPARENT A L A  CONCENTRATION D '  ACRYLAMIDE (s,) 

D '  IgG TESTEES 5 .  7 , 5  1 0 12 ,5  15  

I g G l  



Figure 23.-  Représentation schématique de l a  va r ia t ion  du poids 

moléculaire .apparent (P .M.) des chaînes lourdes Y 1 ,  Y2a, Y 2 b  e t  Y2c 

en fonction de l a  concentrat ion en acrylamide ( [A] )  u t i l i s é e  pour 

l x 1 0  1' électrophorèse en gel  d' acrylamide-SDS. La représenta t ion 
6 

permet selon Segrest  e t  Jacobson ( 1 9 7 2 )  de déterminer en fonction de - 
[ A l  1 

l e  poids moléculaire r é e l  en extrapolant  à - = O .  Le poids molécu- 
[ A l  

l a i r e  des chaînes Y 1 e t  Y2b a i n s i  déterminé e s t  de 5 1  200 daltons ; 

ce lu i  des chaînes Y2a e t  Y2c de 48 700 dal tons .  



comparaison de divers fragments issus de la protéolyse enzymatique. Le Fd, 

provenant du Fab obtenu par action de la papaïne contient les domaines VH, 

CY1 et le ddbut de la rdgion charniére ; le Fdl, provenant du F(ab1)2 obtenu 

par action de la pepsine, contient le VH, le C Y 1 et la région charnière ; le 

Fc non covalent, obtenu par action de la papaïne sur les IgG1, IgG2a et 

IgG2b (voir paragraphe D du même chapitre), correspond aux domaines C Y ~  

et Cy3. La figure 24 montre la séparation obtenue par électrophorése en gel 

de polyacrylamide SDS en milieu réducteur de fragments F(abf)2 et Fab 

dfIgG1, IgG2a et IgG2b monoclonales. Les poids moléculaires des Fd' dlIgG1 

et d11gG2b sont 26 000 daltons, celui du Fd' d11gG2a est 23 000 daltons. De 

même, les Fd dlIgG1 et d11gG2b ont un poids moléculaire 26 000 daltons 

contre 23 000 daltons pour le Fd dfIgG2a. A l'inverse, les Fc des IgG1, 

IgG2a et IgG2b ne présentent pas de différences très significatives (28 000 

daltons pour llIgG1 et 111gG2b, 27 000 pour IgG2a) (résultats non pré- 

sentés). La figure 25 résume les résultats obtenus en replaçant les différents 

fragments dans la structure de lfIgG. 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 Y 1. Dans 

le cas des IgGl et IgGZa, les domaines VH ont pu être isolés, et ont à peu 

près le même poids moléculaire (voir chapitre II). De ce fait, on peut consi- 

dérer que pour les IgGl et IgG2a, les domaines C Y 1  ont des poids molécu- 

laires différents. 

3. ORIGINE DES DIFFERENCES DE POIDS MOLECULAIRES OBSERVEES 

La différence d'environ 3 000 daltons observée pour les chaînes Y sebn 

la sous-classe peut correspondre : 

- A une différence de bngueur de chaîne peptidique (environ 20 A 30 acides 

aminés) , 
- à la présence dlune copule glucidique supplémentaire, 
- à une différence dlhydrophobicité de la chaine peptidique aboutissant à la 

formation de complexes protéines - SDS de tailles différentes. 

Bien que les séquences des chaînes lourdes Y dlIgG de Rat ne soient 

pas connues, il paraît peu vraisemblable qu'il existe une différence de 



Figure 24.- E lec t rophorèse  en  g e l  d'acrylamide-SDS (concen t r a t ion  

d'acry1arni.de 7,5 X) de fragments Fab e t  F(ab ' )2  d'IgG1 ( I R  766), 

dfIgG2a ( I R  418) e t  d11gG2b (IR 863) monoclonales, r é d u i t s  p a r  l e  

mercaptoéthanol ( concen t r a t ion  f i n a l e  5 2 ) .  L : chaîne l égè re .  

Les c h i f f r e s  s u r  l a  gauche des électrophorégrammes correspondent  

au poids moléculaire  (x 10-3). 



Fd 1901. IgG2b 26000 Fc IgGl, lgG2b 28000 
lgGza 23000 lgG2a 27000 

LILLE Fd' lgq ,  lgG2b 26000 
lgGza 23000 

Figure 25.- Représenta t ion  de l a  s t r u c t u r e  de l ' IgG,  des  fragments Fab 

( c o n s t i t u é  p a r  l ' a s s o c i a t i o n  covalen te  d'une cha îne  l é g è r e  L e t  d 'un 

fragment de chaîne lourde Fd) , F(ab'  ) 2  (cons ti t u é  p a r  1 ' a s s o c i a t i o n  

covalen te  de deux chaînes l é g è r e s  L e t  de deux fragments de chaînes 

l ou rdes  Fd ' ) ,  e t  Fc. Le poids  molécula i re  des  Fd e t  Fd' d'IgG1 e t  

IgG2b e s t  de 26 000 d a l t o n s  a l o r s  que c e l u i  des  Fd e t  Fd' dfIgG2a e s t  

de 23 000. Les Fc d'IgG1 e t  IgG2b o n t  un p o i d s  molécula i re  de 28 000, 

c e l u i  du Fc d' IgG2a e s t  de 27 000. 



1 longueur de chaîne de 25 B 30 acides aminés. En effet, par exemple, les 

1 chaînes y 1, y2a et y2b des IgG de souris ne présentent qu'une 
! différence de 6 acides aminés (supplémentaires pour la chaule Y 1) dans le 

domaine CH1 et de 5 Q 9 acides aminés pour la région charnière. La présence 

d'une copule glucidique supplémentaire localisée dans le Fd n'a pas été 

démontrée par des analyses glucidiques de fragments Fab dlIgG1 et d11gG2b. 

(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 

chaînes A de la crystalline a (DEJONG, ZWEERS et COHEN, 1978). En effet, 

il suffit dans ce cas d'une seule substitution Gln - Leu dans la chaine 

pour entraîner une différence de poids moléculaire apparent d'environ 2 000 

daltons. De même, les différences de poids moléculaires observées pour les 

chaînes K et A dlIgG humaines (VIRELLA et COELHO, 1974), pourraient 

s'expliquer, non par des différences de longueur de chaînes, 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-chaînes Q la réduction 

est une propriété chimique simple Q mettre en évidence et qui permet de 

distinguer certaines sous-classes dlIgG. Par exemple, 111gG4 humalne est 

réduite essentiellement en une sous-unité HL du fait drune plus grande 

sensibilité des ponts inter-chaînes lourdes h la réduction. Cette propriété 

n'est pas retrouvée pour les autres sous-classes dlIgG humaines (VIRELLA et 

PARKHOUSE, 1973). 

L'action de réducteurs, dithioérythritol et dithiothréitol sur les 

sous-classes dlIgG de Rat, a été étudiée sur  différentes IgG monoclonales. 

Le principe de l'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 llIgG par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

SDS. Les détails expérimentaux sont indiqués dans l'article no 2.  



2. RESULTATS 

Les figures 1 ,  2, 3 et 4 de l'article no 2 (pages 82-84) montrent les 

produits intermédiaires obtenus par réduction progressive (dithioerythritol de 

0,05 mM B 20 mM) dtIgGlY IgG2a, IgG2b et IgG2c monoclonales. Dans les 

tableaux 1 et 2 de l'article no 2 sont indiquées les proportions relatives des 

intermddiaires de rdduction : H2L, H2 et HL ainsi que celle de llIgG non 

rdduite (H2L2) , pour différentes IgG monoclonales appartenant A l'une des 

quatre sous-classes dlIgG de Rat, réduites soit par le dithioerythritol(tab1eau 

1) ou le dithiothréitol (tableau 2). On constate que 111gG2a se distingue 

nettement des autres sous-classes par le fait que l'intermédiaire de réduction 

est à peu près exclusivement la sous-unité HL alors que des proportions 

variables de produits H2L, H2 et HL sont observées pour les autres sous- 

classes dlIgG. Ces résultats indiquent que les ponts disulfure inter-chaînes 

lourdes de la région charnière de 111gG2a sont plus sensibles à la réduction 

que les ponts entre chaînes lourdes et chaînes légères. Pour les autres 

sous-classes les résultats peuvent s'interpréter comme une réduction au 

hasard des ponts inter-chaînes (SEARS et BEYCHOK, 1977) (cf première 

partie, chapitre II, paragraphe B )  . Cependant, la persistance d'une certaine 

proportion de dimère H2 pour 111gG2b IR 863 et 111gG2c IR 304 (figures 3 et 

4 de l'article no 2) avec des concentrations relativement élevées d'agent 

réducteur (5 à 10 mM) suggère une hétérogénéité au sein de la population 

dlIgG. En effet, ce résultat peut s'interpréter comme correspondant à l1exis- 

tence de molécules dlIgG dont les ponts disulfure inter-chaînes lourdes 

seraient résistants à la réduction. Ceci pourrait provenir, par exemple de la 

présence, au sein de la préparation dtIgG, de molécules agrégées. 

3. DISCUSSION 

Les résultats obtenus montrent qu'il existe pour la sous-classe IgG2a 

une réduction préférentielle des ponts entre chaînes lourdes plutôt que des 

ponts entre chaînes lourdes et chaînes légères. Une telle propriété l7appa- 

rente à la sous-classe IgG4 humaine (VIRELLA et PARKHOUSE, 1973 ; 

PETERSEN et DORRINGTON, 1974), et A llIgGl de Souris m a i s  non à 111gG2a 

murine (WILLIAMSON et ASKONAS , 1968 ) . 



Cette différence de sensibilité B la réduction signifie-t-elle que les 

ponts inter-chaînes lourdes de 111gG2a sont anormalement labiles ou que les 

ponts entre chaînes lourdes et chaînes légères sont anormalement résistants B 

la réduction ? La figure 1 de l'article no 2 montre que l'intermédiaire HL 

persiste même aux concentrations élevées de réducteurs. Ceci suggère que le 

pont entre la chaîne lourde et la chaîne légère de 111gG2a est relativement 

difficile B réduire, B l'inverse de ce qui se produit sur les autres sous- 

classes. Ceci pourrait être lié B l'existence d'interactions entre domaines 

C Y 1 et CL plus fortes pour 111gG2a que pour les autres sous-classes. 

Y a-t-il une relation entre cette propriété immunochimique de 111gG2a de 

Rat et son activité biologique ? Elle n'est pas évidente, si l'on considère, 

par exemple, que 111gG2a possède cette propriété un commun avec 111gG4 

humaine alors que ces sous-classes diffèrent par plusieurs activités biolo- 

giques : fixation du complément, liaison aux macrophages. La seule propriété 

biologique commune serait l'activité anaphylactique, mais son existence pour 

111gG4 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 111gG2a de Rat (MORSE, BLOCH et 

AUSTEN, 1968 ; BACH, BLOCH et AUSTEN, 1971 ; BAZIN et al . ,  1984d. 

A l'inverse, il serait intéressant d'étudier le rôle de la réduction des 

ponts disulfure sur l'activité anaphylactique de 111gG2a de Rat. En effet, la 

réduction des ponts disulfure de la région charnière 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 charnière est augmentée, et que par conséquent un empêchement 

stérique se produit au niveau du domaine C Y 2 (domaine impliqué dans la 

fixation du complément et dans la liaison B de nombreuses populations 

cellulaires). Cependant, les anticorps anaphylactiques sont considérés 

classiquement comme résistants B la réduction (voir par exemple la revue 

générale de BINAGHI, 1973). L'examen de l'activité anaphylactique de 111gG2a 

réduite seulement au niveau des ponts inter-chaînes lourdes (par exemple 

par le dithiothréitol 0 ,2  mM) ou dont l'ensemble des ponts disulfure inter- 



chaînes seraient réduits (dithiothréitol 5 mM), permettrait de définir le rôle 

joué par les ponts disulfure dans l'activité anaphylactique de lfIgG2a (c1est- 

à-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 dfIgG sur la base de 

leurs propriétés irnrnunochimiques et une approche complémentaire à l'iden- 

tification des sous-classes dTIgG par des antisérums spécifiques 

(STANWORTH et TURNER, 1978). Elle constitue également un élément indis- 

pensable pour définir les conditions optimales à la préparation de divers 

fragments de l11gG : Fab, F(ab')2, Fc. L'intérêt pour la préparation des 

fragments Fab et F(ab1)2 dlIgG 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(abf)Z plutôt 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. . . 

Nous avons analysé l'action de plusieurs enzymes protéolytiques : 

papaïne, pepsine, trypsine, protéase V8 de S. aureus, sur des IgG 

mono~lonales de Rat appartenant Q l'une des quatre sous-classes : IgG1, 

IgGZa, IgGBb, IgG2c. Dans certains cas, l'action de ces enzymes a également 

été étudiée dans des sous-classes dlIgG isolées du sérum de Rat. 

2. ETUDE DE L'ACTION DE LA PAPAINE 

2.1.  PROTOCOLE DE LIETUDE 

La papaïne a été l'enzyme le plus utilisé pour distinguer les sous- 

classes dfIgG. L'analyse de son action à pH 7 en l'absence d'agents réduc- 



teurs comme la cystéine (ou en présence d'une molarité très faible, c1est- 

8-dire 0,001 M )  représente la méthode la plus intéressante pour différencier 

les sous-classes résistantes ou sensibles Q la protéolyse enzymatique par cet 

enzyme. Initialement proposée par GERGELY et al. (1967, 1970) pour distin- 

guer les sous-classes dlIgG humaines, cette méthode a été utilisée pour 

diffërencier les sous-classes dtIgG de Souris (GORINI et al., 1969) et les 

sous-classes dlIgG de nombreuses autres espèces animales (cf première 

partie, chapitre II, paragraphe C) . 

L'action de la papaïne sur les sous-classes dlIgG du Rat a été analysée 

en utilisant différentes IgG monoclonales appartenant à l'une des quatre 

sous-classes sur les conditions expérimentales suivantes : 

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

- rapport enzymelprotéine de 1 à 5 % (poidslpoids), 

- présence ou non d'un agent réducteur, la cystéine, à la concentration 

0,01 M. 

Après digestion par la papaïne, les fragments obtenus ont été analysés 

par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS (avec ou sans réduction par 

le 2 mercaptoéthanol), et par imrnunoélectrophorèse, en utilisant d'une part 

un antisérum anti-protéines du sérum de Rat (ou un antisérum anti-IgG 

dirigé contre les chaînes lourdes et légères) et d'autre part, un antisérum 

spécifique de k sous-classe dtIgG (cet antisérum réagit contre la partie F& 

de la molécule). Certains fragments ont également été purifiés et caractérisés 

(pour les détails expérimentaux, voir les publications no 3 et no 5 ainsi que 

l'appendice technique). 

2.2. RESULTATS 

2.2.1. ANALYSE DE LA SENSIBILITE A LA PAPAINE DES 

SOUS-CLASSES DrIgG 

Cette étude a été réalisée par incubation des IgG monoclonales avec la 

papaïne en l'absence d'addition d'un réducteur, la cystéine 0,01 M (ou avec 



une concentration t rès  faible : 0,001 M), des rapports enzymelsubstrat et 

des temps d'incubation à 37O C variables. Les résultats obtenus ont montré 

que les sous-classes IgGl et IgG2b sont les plus résistantes à l'action de la 

papaïne. C'est ce que l'on observe par exemple pour une digestion de 4 

heures ou de 18 heures avec un rapport enzymelprotéine de 1 % : l1électro- 

phorèse en gel dlacrylamide-SDS (figure 26 A) montre que la fraction ma- 

jeure est llIgG non digérée pour ces deux sous-classes. En augmentant le 

rapport enzymelsubstrat (5 % au lieu de 1 %) , on observe que llIgG1 est 

transformée en un fragment de poids moléculaire environ 110 000 daitons, 

alors que pour les autres sous-classes, des fragments de 20 000 à 50 000 

daltons sont observés (voir figure 1 de l'article no 3, page 89). 

L~immunoélectrophorèse des produits de digestion par la mercuri-papaïne 

(en présence de cystéine 0,001 RI) est présentée dans la figure 27. On 

observe après 4 heures d'incubation avec la papaïne (rapport enzymelpro- 

téine : 1 %) la présence d'un arc de précipitation de mobilité identique à la 

protéine non digérée dans le cas de ItIgGl et l11gG2b, alors que pour 111gG2a 

et 111gG2c, 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 mobiïité Fab. Après 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 dlIgG, m a i s  on note également la présence d'un arc de mobilité inter- 

médiaire dans le cas de llIgG1. Les résultats des immunoélectrophorèses 

confirment donc la résistance à la protéolyse enzymatique par la papaïne des 

sous-classes IgGl et  IgG2b. LIIgG1 peut être considérée comme la plus 

résistante l'action de la papaïne, puisque la digestion complète en frag- 

ments de type Fab et Fc n'est pas observée même 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'IgG PAR LA PAPAINE 

La figure 26 B montre la séparation par électrophorèse en gel d1acry- 

lamide-SDS des produits de digestion par la papaïne des sous-classes dlIgG 

après une incubation de 4 heures ou 18 heures à 3 7 O  C en présence de 



Figure 26. - Electrophorèse e n  gel  de polyacrylamide-SDS (g rad ien t  

5-25 %) d'IgG monoclonales de Rat IgGl I R  595, IgG2a I R  530, IgG2b I R  863, 

IgG2c I R  304 après d iges t ion  p a r  l a  p a p a k e  ( 2  x c r i s t a l l i s é e ,  Worthington) 

( rappor t  enzymelpmtéine : 1 %). A : Hydrolyse en l 'absence de cys té ine  ; 

B : Hydrolyse en présence de cys té ine  0,O 1 M. a : temps de d iges t ion  de 

4 h ; b : temps de d iges t ion  de 18 h. Les c h i f f r e s  indiqués à gauche 

de chaque électrophorégramnne correspondent au poids  moléculaire x 10'~. 

N.B.- C e t t e  f i g u r e  est i d e n t i q u e  d l a  f i g u r e  2 d e  l ' a r t i c l e  n o  3, page  90. 
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Figure 27.- Irmminoélectrophorèse des sous-classes d'IgG de Rat 

après digestion par la  mercuripapaïne en présence de cystéine 

0 ,O0 1 M (rapport enzyrnelprotéine : 1 X ou 5 %) . L'antisérum 

anti-Y2c contient des anticorps anti-idiotypiques dirigés contre 

1 ' IgG2c IR 304. 

N.B.- C e t t e  f i g u r e  est i d e n t i q u e  à l a  f i g u r e  3 d e  1 ' a r t i c l e  n o  3, 

page 91 
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TABLEAU 5 .- P O I D S  MOLECULAIRES DES FRAGMENTS OBTENUS P A R  - 
HYDROLYSE D E S  S O U S - C L A S S E S  D ' I g G  DU RAT P A R  
L A  P A P A I N E  EN P.RESENCE DE C Y S T E I N E  0,01 M 

( D é t e r m i n a t i o n  par é l e c t r o p h o r è s e  en gel  d '  acrylamide S D S  
gradient d ' a c r y l a m i d e  d e  5 à 25 %) 

I g G l  

F r a g m e n t s  m a j e u r s  F r a g m e n t s  mineurs 



cystéine 0,01 M. On observe dans ces conditions un clivage presque complet 

des deux-sous-classes résistantes & la papaïne : 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 papaïne en pré- 

sence de cystéine 0 ,01  M. Pour trois des sous-classes dlIgG : IgG1, IgG2a, 

IgG2b, un fragment a le même poids moléculaire (27 000 pour 111gG2a, 28 000 

pour l11gG1 et 111gG2b) qu'il soit ou non réduit par le 2-mercaptoéthanol. 

L1immunoélectrophorése des sous-classes dlIgG différées par la papaïne 

en présence de cystéine 0 ,O1 M montre, pour toutes, la présence d'arcs de 

mobilité Fab et Fc (figure 4 de l'article no 3, page 92). Un arc ,de mobilité 

intermédiaire, suggérant une digestion incomplète, est observé pour llIgG1. 

2.2.3. ISOLEMENT DES FRAGMENTS OBTENUS PAR 

DIGESTION DES SOUS-CLASSES DIIgG PAR LA 

PAPAINE EN PRESENCE DE CYSTEINE 0.01 M 

L'isolement des fragments obtenus par digestion par la papaïne, en 

présence de cystéine 0,01 M dans le tampon d'incubation, a été réalisé selon 

les protocoles suivants : 

- pour les sous-classes IgG1, IgGZa, IgG2b, deux étapes successives : 

. chromatographie sur colonne dlUltrogel 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 l'étape de chromatographie sur colonne 

DEAE-cellubse (ou DEAE-Trisacryl M )  a été utilisée. En effet, les essais de 

séparation sur colonne dlUltrogel AcA 44 ont mis en évidence la présence de 

nombreux pics correspondant probablement Q des agrégats de différentes 

tailles, ce qui enlève beaucoup d'intérêt Q cette étape de purification. 



Les détails expérimentaux sont indiqués dans la publication no 5 

(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 

complète 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 lb  et 2b) a un poids moléculaire apparent d'environ 

60 000 daltons en chromatographie sur Ultrogel AcA 44 'mais de 27 000 dal- 

l tons en électrophorèse en gel d'acrylamide-SDS. 11 réagit en immunoélectro- 

phorèse avec un antisérum anti-chaîne lourde Y . Tous ces éléments indiquent 

qu'il s'agit d'un Fc non covalent, c'est-A-dire ne comportant pas les ponts 

disulfure de la région charnière. Le fragment élué par le tampon phosphate 

0,01 M, pH 7,8 ( la  et 2a) a un poids moléculaire d'environ 50 000 daltons en 

chromatographie sur Ultrogel AcA 44 et en électrophorèse en gel dfacrylamide- 

SDS. Aprés réduction des ponts disulfure par le 2-mercaptoéthanol, son 

poids moléculaire est de 23 000. 11 ne réagit pas avec un antisérurn anti- 

chaîne lourde Y . Tout ceci indique qu'il s'agit d'un fragment Fab. 11 faut 

noter- que pour certaines IgG2a monoclonales de mobilté plus anodique en 

électrophorése, le fragment Fab est élué de la colonne de DEAE-cellulose soit 

l par le tampon phosphate 0,01 M, pH 6,8  ; soit par le tampon phosphate 0,05 
I M, pH 6,8. 

L'isolement des fragments obtenus par action de la papaïne sur les IgGl 

monoclonales donne des résultats similaires à ceux obtenus pour 111gG2a 

(résultats non présentés). Un fragment mineur, d'environ 1 4  000 daltons, 

observé lors du contrôle des hydrolysats enzymatiques d71gG1 et dfIgG2a par 

électrophorèse en gel d'acrylamide-SDS (voir par exemple la figure 26 B) n'a 

pas été purifié dans nos expériences. Cependant, sa taille suggère qu'il 

s'agit d'un Fc', analogue à 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 contrôle des fragments 

purifiés. Les résultats indjquent que trois types de fragments sont obtenus : 



Figure 28.- P u r i f i c a t i o n  des fragments obtenus p a r  l a  d iges t ion  

p a r  l a  papaïne de 1' IgG2a monoclonale I R  530 (50 mg ; diges t ion  

de 4 h à 3 7 " ~  en présence de cys té ine  0,01 M e t  avec un rapport  

enzyme/protéine de 1 %) . La chromatographie s u r  Ultrogel  AcA 44 

(tampon PBS, pH 7,4 ; colonne : 2,6 x 90 cm ; d é b i t  d ' é lu t ion  : 

15 ml/h ; volume des f rac t ions  : 5 m l )  sépare deux f r a c t i o n s  prin-  

c ipa les  1 e t  2. L a  chromatographie s u r  DEAE-Cellulose de ces deux 

f r a c t i o n s  donne pour chacune d ' e l l e s  deux sous-fract ions : l a  e t  

lb,  2a e t  2b (colonne : 2 x 15 cm ; déb i t  : 15 ml/h ; f rac t ions  : 

5 m l  ; tampon 1 : phosphate de sodium 0,O 1 M, pH 7,8 ; tampon 2 : 

phosphate de sodium 0,2 M, pH 6 , s ) .  Les f r a c t i o n s  l a ,  2a e t  lb, 2b 

sont  respectivement ident iques  ( v o i r  l e s  contrôles  p a r  électropho- 

rèse  en g e l  d'acrylamide-SDS e t  p a r  immunoélectrophorèse dans l a  

p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  f igure)  . 
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Figure 29.- P u r i f i c a t i o n  des fragments obtenus p a r  hydrolyse p a r  

l a  papaïne de 1' IgG2b monoclonale I R  863 (80 mg ; diges t ion  de 4 h 

à 3 7 ' ~  en présence de cys té ine  0,01 M e t  avec un rappor t  enzyme/ 

p ro té ine  : 1 %) . Deux f r a c t i o n s  1 e t  2 son t  obtenues p a r  chromato- 

graphie sur Ul t rogel  AcA 44 (schéma du haut  de l a  f i g u r e  ; condit ions 

expérimentales identiques à l a  f igure  28) . La chromatographie des 

f r a c t i o n s  1 e t  2 s u r  DEAE-Cellulose e t  l ' é l u t i o n  p a r  l e s  tampons A : 

phosphate de N a  0,01 M, pH 7,8 ; B : phosphate de Na 0 , 0 1  M 

pH 6,8  ; C : phosphate de Na 0 , 2  M,  pH 6,8, permet d 'ob ten i r  

l e s  f rac t ions  l a ,  lb e t  2a, 2b, dont l e  contrôle  p a r  électrophorèse 

en g e l  d'acrylamide-SDS e t  p a r  imwinoélectrophorèse e s t  présenté  

dans l e  bas de l a  f igure  ; l a  e t  2b donnent des r é s u l t a t s  ident iques .  

N.B.- Dans certaines expériences, l e s  fractions l a  e t  2b sont éluées 

par l e  tampon B .  
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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 charnière. 

La purification de llhydrolysat par la papaïne d'une IgG2c monoclonale 

(IR 304) est présentée dans la figure 30. Les contrôles par électrophorèse en 

gel d'acrylamide-SDS et par immunoélectrophorèse indiquent que le Fc 

d11gG2c a un poids moléculaire de 50 000 daltons, et qu'il s'agit donc d'un Fc 

covalent. 11 existe également dans la fraction correspondant au Fc un com- 

posé mineur de poids moléculaire environ 27 000 daltons qui pourrait corres- 

pondre à un Fc non covalent. 

La figure 31 résume schématiquement les structures des différents 

fragments obtenus par protéolyse par la papaïne des quatre sous-classes 

dlIgG du Rat. 

2.3. ORIGINE DE LA RESISTANCE A LA PROTEOLYSE 

ENZYMATIQUE PAR LA PAPAINE 

i 

Nos résultats montrent que chez le Rat, comme pour d'autres espèces 

animales où des sous-classes dlIgG ont été mises en évidence, certaines 

d'entre elles sont résistantes à l'action de la papaïne lorsque l'incubation est 

réalisée en l'absence d'agent réducteur (ou une concentration très faible). A 

l'inverse d'autres enzymes protéolytiques, comme la trypsine ou la protéase 

V8 de S. aureus, pour lesquels la spécificité d'action se limite à un nombre 

restreint d'acides aminés (par exemple, lysine et arginine pour la trypsine), 

1 la papaïne clive les liaisons peptidiques du côté C-terminal de nombreux 

1 acides aminés différents (avec cependant une préférence pour les acides 

I aminés hydrophobes). Le clivage par la papaïne des IgG dans la région 
l 

charnière reflète donc essentiellement l'accessibilité de cette zone de la 

molécule plutôt que la présence de certains résidus d'acides aminés dans la 

séquence. L'accessibilité de la région charnière comme facteur limitant la 

digestion par la papaïne 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 

papaïne, la cystéine 0,01 M est capable de réduire de façon partielle les 

ponts disulfure inter-chaînes. La réduction des ponts disulfure de la région 



Figure 30 .- P u r i f i c a t i o n  d' un hydrolys a t  p a r  l a  papaïne d11gG2c 

monoclonale I R  304 (50 mg de p ro té ine  ; d iges t ion  p a r  l a  papaïne 

de 4 h à 37°C avec un rapport  enzyme/protéine de 1 X ; en présence 

de cys té ine  0 ,O 1 M) . Chromatographie s u r  DEAE-Cellulose ( 2  x 15 cm ; 

déb i t  : 15 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 5 ml), e t  é l u t i o n  pa r  l e s  

tampons A : phosphate de Na 0,O 1 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,l M, pH 6,8 ; E : phosphate de N a  0,2 M, pH 6,8. Le con t rô le  

des f r a c t i o n s  1 e t  2 p a r  é lec t rophorèse  e n  g e l  d'acrylamide-SDS e t  

p a r  immunoélectrophorèse e s t  p résen té  dans l e  bas de l a  f igure .  
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Figure 3 1 .- Représentation schématique des différents fragments obtenus 

par hydrolyse par l a  papaïne (en présence de cystéine 0,O 1 M) des sous- 

classes drIgG du Rat. Les poids moléculaires des fragments Fc e t  de l a  
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charnière est à l'origine de l'augmentation de sensibilité ai l'action de la 

papaïne 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 

charnière a pour conséquence une modification de la conformation de la 

molécule d'IgG. Les mouvements de rotation de la partie Fab sont très 

augmentés et le domaine C Y 2 participe également à ces mouvements (CHAN 

et CATHOU, 1977 ; FEWTRELL et al., 1979). La région située entre domaines 

C Y 2  et C Y 3  représente la zone autour de laquelle s'effectuent les mou- 

vements de rotation, alors que dans llIgG non réduite, c'est autour de la 

région charnière 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 charnière ait pour conséquence 

une plus grande accessibilité de cette zone Q l'action d'enzymes protéoly- 

tiques comme la papaïne. 

Quelles peuvent être les causes qui expliquent une moins grande acces- 

sibilité de la région charnière des sous-classes IgGl et IgG2b à l'hydrolyse 

par la papaine ? La structure tridimensionnelle de llIgG, telle qu'elle a pu 

être définie pour llIgG1 humaine par COLMAN et al. (1976), HUBER et. al. 
(1976), SILVERTON et al. (1977) montre que le glycanne du domaine C Y 2 

est proche de la région charnière. Par ailleurs, on sait que la présence 

d'acides sialiques dans les copules glucidiques des protéines leur confère une 

résistance à la protéolyse enzymatique, qui peut être diminuée par désiali- 

dation (voir exemple AQVINO et al., 1980). Enfin, une sous-population dlIgG 

de Lapin contient une galactosamine liée à une tréonine de la région char- 

nière, ce qui lui donne une résistance plus grande à la protéolyse par la 

papaïne (FANGER et SMYTH, 1972 a ,b) .  Tous ces éléments nous ont conduit 

ai rechercher si les différences de sensibilité Q la protéolyse enzymatique par 

la papaïne pouvaient s'expliquer par des différences de composition gluci- 

dique ou éventuellement de localisation des glycannes. 



L1 analyse de la composition glucidique de différentes 1 gG monoclonales 

de sous-classe IgG1, IgGZa, IgGZb, IgGZc a été effectuée. Les résultats 

obtenus (tableau 6) montrent qu'il existe des variations dans le pourcentage 

des sucres et plus particulièrement dans la teneur en acide sialique pour des 

IgG monoclonales d'une même sous-classe. Dans aucun cas, la présence de 

galactosamine n'a été mise en évidence. Enfin la protéolyse par la papaïne de 

llIgG1, sous-classe résistante B l'action de l'enzyme, a été étudiée après un 

traitement par la neurarninidase (incubation de 8 heures à 3 7 O  C avec un 

rapport enzymelprotéine de 13,5 U par mg). On ne met pas en évidence de 

différence significative entre la digestion par la papaïne dlIgG1 traitée par la 

neuraminidase et dlIgG1 témoin (figure 32). L'ensemble de ces résultats n'est 

donc pas en faveur d'un rôle des glycannes dans la résistance Q la protéo- 

lyse par la papaïne. 

Une autre explication pourrait être les différences de longueur de la 

région charnière comme nous l'avons déjà discuté dans la première 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 à la protéolyse par la papaïne. 

Cette hypothèse pourrait être analysée dans le cas des IgG du Rat, et dans 

ce sens, la détermination des séquences des régions charnières des IgGl et 

IgG2b (résistantes Q. la papaïne) et IgG2a (sensible Q la papaïne) serait 

particulièrement 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 à un pH acide (en 

général pH 4,5) en deux fragments majeurs : F(abl)Z et pFcl. Cependant, 

des différences de sensibilité à la protéolyse par la pepsine ainsi que des 

différences dans la nature des fragments obtenus ont été décrites pour les 

sous-classes dlIgG humaines et d'autres espèces animales (cf première partie, 

chapitre II, paragraphe C)  . 



TABLEAU 6  .- COMPOSITION GLUCIDIQUE MOLAIRE DE DIPFERENTES I g G  MONOCLONALES DES SOUS-CLASSES I g G 1 ,  - 
I g G 2 a ,  IgGZb,  I g G 2 c .  

C e t t e  c o m p o s i t i o n  a  é t é  d é t e r m i n é e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  a p r è s  m é t h a n o -  
l y s e  d e  l a  g l y c o p r o t é i n e  ( s e l o n  Z a n e t t a  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  L e s  r é s u l t a t s  s o n t  e x p r i m é s  e n  
p o u r c e n t a g e  r e l a t i f  p a r  r a p p o r t  a u  m a n n o s e .  

Fucos e  Ga1 a c  t o  s e  Mannose N-Acé tylglucosamine Acide N-acé tylneuraminique 

N . D .  1 , 5 5  3  

0 , 3 4  0 , 9 6  3  

0 , 6 9  1 , 6 5  3  

N . D .  

l', 29 

I g G 2 c  I R  304  N . D .  1 , 4 6  3  

I R  1012  0 , 7  0  9 6  3 



Figure 32.- Etude de l ' e f f e t  du t r a i t e m e n t  p a r  l a  neuraminidase 

(pour  l e s  condi t ions  expér imenta les ,  v o i r  l e  t e x t e ,  page 145) 
s u r  l a  s e n s i b i l i t é  des  IgGl e t  IgG2a à l ' hyd ro lyse  p a r  l a  papaïne 

en  l ' absence  de cys t é ine  0,01 M. 1 à 4 : p r o t é i n e s  c o n t r ô l e s  ; 

5 à 8 : p r o t é i n e s  hydrolysées p a r  l a  papaïne,  18 h à 3 7 ' ~  

( r a p p o r t  enzyme/protéine : 1 %) , 1 : IgGl I R  766 n a t i v e  ; 

2 : IgGl IR 766 t r a i t é e  p a r  l a  neuraminidase ; 3 : IgG2a I R  418 

n a t i v e  ; 4 : IgG2a IR 4 18 t r a i t é e  p a r  l a  neuraminidase ; 

5 : hydro lysa t  p a r  l a  papaïne de 1 ' 1 g ~ l  I R  766 n a t i v e  ; 

6 : hydro lysa t  p a r  l a  papaïne de l f I g G 1  I R  766 t r a i t é e  p a r  l a  

neuraminidase ; 7 : hydro lysa t  p a r  l a  papaïne de 111gG2a I R  4 18 

n a t i v e  ; 8 : hydro lysa t  p a r  l a  papaïne de l11gG2a I R  4 18 traitée 

p a r  l a  neuraminidase. 



L'analyse de l'action de la pepsine sur  les sous-classes dlIgG du Rat a 

été effectuée dans les conditions expérimentales suivantes : 

- incubation B 3 7 O  C en tampon acétate de sodium 0 , l  M ,  pH 4 , 5 ,  durant des 

temps variables de 1 heure à 18 heures. 

- rapport enzymelprotéine de 1 Q 5 % (poidslpoids). 

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

L'analyse des fragments obtenus a été réalisée de la même manière que 

pour les hydrolysats obtenus par action de la papaïne. 

3.2. RESULTATS 

3.2.1. DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLY SE 

PAR LA PEPSINE 

L'utilisation de rapport enzymelprotéine et de temps d'incubation à 37O 

C variables ont permis de mettre en évidence des différences significatives 

dans la sensibilité des sous-classes dlIgG Q la digestion par la pepsine. 

L11gG2c est très sensible A l'hydrolyse pepsique, la digestion de cette sous- 

classe 6tant complète après 4 heures B 37O C et un rapport enzymelprotéine 

1 % (figure 33). Les sous-classes IgG1 et IgG2a sont les plus résistantes à 

l'hydrolyse par la pepsine, leur digestion étant incomplète même avec une 

incubation prolongée (18 heures) et un rapport enzyme/protéine de 5 % 

(figure 6 de l'article no 3, page 94).  La digestion de lTIgG2b est nettement 

accrue par l'augmentation du temps de digestion et de rapport enzyme1 

protéine (figure 7 de l'article no 3). On peut donc définir un ordre de 

sensibilité : IgG2c > IgG2b > IgG1, IgG2a. L'examen des produits de diges- 

tion pepsique par électrophorése en gel dlacrylamide-SDS et par immuno- 

électrophorèse 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) suggère qu'il 

s'agit d'un F(ab')2, 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 enzyrnelprotéine . 



Figure 33.- Electrophorèse en ge l  d'acrylamide-SDS (gradient  

5-25 2) dfIgG de R a t  après incubation avec l a  pepsine ( rappor t  

enzymlproté ine  de 1 %) pendant 4 h  à 3 7 O ~ .  A : hydrolysats  

non r é d u i t s  ; B : hydrolysats  r édu i t s  p a r  l e  mercaptoéthanol 

(concentra t ion  f i n a l e  5  %). a  : IgGl I R  595 ; b : IgGl I R  656 ; 

c  : IgG2a I R  530 ; d : IgG2a I R  418 ; e  : IgG2a du sérum de Rat ; 

f  : IgG2a I R  33 ; g : IgG2b I R  863 ; h : IgG2c I R  558 ; i : IgG2c 

I R  759. Les c h i f f r e s  s u r  l a  gauche des électrophorégrammes ind i -  

quent l e  poids moléculaire des marqueurs (x  10'3). 

N.B.- C e t t e  f i g u r e  est i d e n t i q u e  2 l a  f i g u r e  5 de l ' a r t i c l e  n o  3 ,  

page 9 3 .  



- Un fragment de poids moléculaire 13 000, c'est-&dire la taille du pFcl est 

présent pour les sous-classes IgGBa, IgG2b et IgG2c (figures 5, 7 et 9 de 

l'article no 3) mais n'est pas détecté dans le cas de llIgG1. 

- Un ou plusieurs fragments de poids' moléculaire 50 000 à 55 000 (c'est- 

&-dire la taille du F(abl) est détecté après digestion des sous-classes IgGBa, 

IgG2b et IgG2c. Dans le cas des IgG2b et IgG2c, la libération de ce frag- 

ment est conditionnée par l'augmentation du rapport enzymelprotéine et du 

temps d'incubation (figures 7 et 9 de l'article no 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 après 18 heures de digestion 

avec la pepsine (rapport enzymelprotéine : 5 %). On y observe qu'il existe 

une proportion non négligeable dlIgG non digérée ; que le fragment de poids 

moléculaire 100 000 réagit avec un antisérum anti-IgG et ne réagit pas avec 

un anti-Fc (il s'agit donc d'un F(ab1)2) ; que le fragment 3 observé pour 

111gG2a (poids moléculaire 13 000 en électrophorèse en acrylamide-SDS) réagit 

avec un antisérum anti-Fc Y, et avec un antisérum anti-IgG. Ces critères le 

définissent comme un pFcl. 

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 % (enzyrnelprotéine) (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 deuxième 

cas. Ces fragments ne réagissent pas avec un anti-Fc Y .  Ces critères (poids 

moléculaire et antigénicité) les définissent comme étant respectivement un 

F(ab1)2 (poids moléculaire 100 000) et un F(abl) (poids moléculaire 50 000).  



Des résultats analogues B ceux obtenus pour lfIgG2c sont obtenus pour 

les sous-classes IgG2b selon que la protéine est digérée 18 heures avec 1 8 

de pepsine (production de F(ab')2) ou 18 heures avec 5 % de pepsine 

(production de F(abf)) . 

3 . 3 .  MECANISMES POUVANT EXPLIQUER LA RESISTANCE A LA 

PROTEOLY SE 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 111gG2c, 

- l'absence de production de pFct dans le cas de la sous-classe IgG1, 

- la libération de fragment F(abl) par hydrolyse pepsique des sous-classes 

IgG2b et IgG2c, 

- la production de fragment F(abf) par hydrolyse de ltIgG2a en présence de 

cystéine 0,01 M. 

Comme la papaïne, la pepsine est un enzyme qui clive les liaisons pepti- 

diques dans lesquels sont engagés les carboxyles de nombreux acides aminés 

différents, plus particulièrement les acides aminés hydrophobes et aroma- 

tiques. Cependant, à la différence de la papaïne dont le site de clivage 

principal est la région charnière, la pepsine peut cliver la molécule dVIgG en 

plusieurs sites : la partie C-terminale de la région charnière (libération d'un 

fragment F(abt)2), le domaine C Y 2'  (libération de plusieurs peptides), la 

zone située entre domaine C Y 2 et C Y 3 (libération d'un fragment pFc') (voir 

par exemple la revue générale de STANWORTH et TURNER, 1978). Cette 

possibilité de clivage en plusieurs sites est liée en partie à ce que la di- 

gestion pepsique s'effectue à un pH légèrement acide (pH 4 ,5  en général) et 

que des modifications conformationnelles minimes se produisent A ce p H  

(STEWART et STANWORTH, 1975). On peut donc penser que la résistance à 

la pepsine dépend à la fois de l'accessibilité de la région charnière, de la 

structure et de la conformation du domaine C Y 2, ainsi que de l'importance 

des contacts entre domaines C Y 2 et C Y 3 .  Cette situation complexe est 

illustrée par le fait que les différences entre sous-classes dfIgG de Rat mise 

en évidence dans notre étude, comme celles observées pour les IgG humaines 



Figure 34 .- Chromatographie s u r  Ul t rogel  AcA 44 (tampon PBS, 

pH 7,4 ; colonne 2,6 x 90 cm ; d é b i t  : 15 ml/h ; volume des 

f r a c t i o n s  : 5 ml) dlIgG1 monoclonale I R  27 (A) e t  d ' I g ~ 2 a  

monoclonale I R  4 18 (B) après hydrolyse p a r  l a  pepsine ( r appor t  

enzyme/protéine : 5 %), 18 heures à 3 7 ' ~ .  Dans l e  bas de l a  

f igure ,  sont  présentés  l e s  con t rô les  p a r  électrophorèse en ge l  

d ' acrylamide-SDS ( concentrqt ion d' acrylami.de 7,5 %) e t  p a r  

immunoélectrophorèse des fragments 1 e t  2 de l a  p a r t i e  A e t  

1 ,  2 e t  3 de l a  p a r t i e  B.  



Fractions 

anti- 5 

,. anti- Ci 



(TURNER, BENNICH et NATVIG, 1970 a ,b)  , résident à la fois dans la pro- 

duction de fragment F(ab1)2 mais aussi dans celles de fragments pFct et 

F(abl). 

Les éléments de structure expliquant les différences de comportement 

des sous-classes dlIgG h l'action de la pepsine ne sont donc pas les mêmes 

que ceux responsables de la résistance à la papaïne (excepté la région 

charnière). On notera en particulier que 111gG2a de Rat, sensible Q llhydro- 

lyse par la papaïne, est résistante à lThydrolyse pepsique. De même, l1IgG4 

humaine, résistante à l'action de la papaïne, est très sensible à 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 charnière 

de 111gG3 dont la longueur inhabituelle est probablement la cause de la 

grande sensibilité de cette sous-classe Q l'hydrolyse pepsique. En parti- 

culier, les structures des domaines C Y 2  et C Y 3 présentent de très grande 

homologie entre sous-classes (plus de 90 %) (voir première partie, chapitre 

II, paragraphe D). 

Ce qui doit jouer un rôle important dans le comportement des sous- 

classes dtIgG à l'hydrolyse pepsique est l'importance des contacts entre 

domaines, plus spécialement les contacts C Y 2 et C Y 3 et peut-être les con- 

tacts C Y 2  - Fab. En effet, plusieurs travaux (DO1 et JIRGENSONS, 1970 ; 

CONNELL et PORTER, 1971 ; ELLERSON et ai.,  1972 ; STEWART et 

STANWORTH, 1975) ont montré que les contacts entre domaines C 2 et C Y 3 

peuvent être rompus après incubation à un pH acide (pH 2,8 par exemple) et 

ne sont pas complètement restaurés lorsque la solution drIgG est ramenée à 

un pH neutre. Or, ceci a pour conséquence une augmentation très irnportahte 

de la sensibilité à la protéolyse h la pepsine et à d'autres enzymes 

(CONNELL et PORTER, 1971 ; STEWART et STANWORTH, 1975 ; STEWART 

et al., 1977). 



Figure 35. - Chromatographie s u r  Ultroge 1 AcA 44 (condit ions 

ident iques  2 l a  f i g u r e  34) d'IgG2c monoclonale I R  304 d igérée  

pa r  l a  pepsine. A : 4 h 3 3 7 ' ~  avec un rappor t  enzyme/protéine 

de 1 X .  B : 18 h à 3 7 ' ~  avec un rappor t  enzyme/protéine de 5 %. 

Dans l e  bas de l a  f i g u r e  sont  présentés  les con t rô les  p a r  

électrophorèse en gel  d'acrylamide-SDS e t  p a r  immunoélectro- 

phorese des f r a c t i o n s  1 e t  2 de l a  p a r t i e  A e t  1 de l a  p a r t i e  B. 
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Nous avons étudié l'effet d'une pré-incubation à un pH acide (pH 2,8) 

sur les sous-classes dlIgG du Rat résistantes B l'action de la pepsine : IgGl 

et IgG2a (pour les détails techniques, voir la publication no 5).  Les résul- 

tats obtenus (figure 2 de l'article no 5 ,  page 114) montrent que la sensibilité 

à l'action de la pepsine est considérablement augmentee, avec une libération 

de fragment F(ab1)2 en des temps courts de digestion (2  à 4 heures). Dans 

ces conditions, on n'observe plus de production de pFcl pour la sous-classe 

IgG2a (alors qu'il est libéré de 111gG2a non pré-incubée B pH acide). Ces 

résultats suggèrent donc que c'est la conformation des domaines C Y 2  et C Y3 

l , et plus particulièrement les contacts existant entre ces domaines qui 

l contribuent B la résistance de certaines sous-classes dlIgG à l'hydrolyse 

pepsique. La résistance de llIgG1 et l'absence de production de pFcl par 

cette sous-classe serait liée h l'existence de zones de contact inter-C Y 2  

- C Y 3  plus importantes que pour les autres sous-classes. 

La production de F(abl) par digestion des sous-classes IgG2b et IgG2c 

ne relève pas du même mécanisme, puisque la pré-incubation à pH acide des 

sous-classes résistantes (IgG1 et IgG2a) n'aboutit pas à la formation de ce 

type de fragment. Elle pourraît dépendre de la structure de la région 

charnière de ces sous-classes. Une production importante de F(abl) a été 
I notée pour la sous-classe IgG2b murine (GORINI et al. , 1969) dont la région 

charnière est plus longue que celle des sous-classes IgGl et IgGZa murines, 

et comporte un nombre de sites potentiels de clivage par la pepsine plus 
l 

important (voir première partie, chapitre II, paragraphe D )  . 
l 

4. ETUDE DE L'ACTION DE LA TRYPSINE 

Cette étude sera présentée de façon succinte dans ce paragraphe. En 

effet, le clivage trypsique des sous-classes IgGl et IgG2a sera développé 

dans le chapitre II, car il aboutit à la production tout h fait inhabituelle 

d'un fragment correspondant au domaine variable VH. Seront décrits essentiel- 
Î lement ici les fragments obtenus par hydrolyse trypsique des sous-classes 

j IgG2b et IgGZc. 



Figure 36.- Immunoélectrophorèse d'IgG monoclonales IgG1, 

IgGZa, IgG2b, IgG2c après d iges t ion  p a r  l a  t ryps ine  ( r appor t  

enzyme/protéine : 2 2) en présence ou non de cys té ine  0 ,O 1 M. 

L'antisérum anti-Y2c con t i en t  des an t i co rps  ant i - id io typiques  

contre l1IgG2c é tud iée  (IR 304) . 
N.B.- C e t t e  f i g u r e  est i d e n t i q u e  à l a  f i g u r e  1 d e  l ' a r t i c l e  

n o  6 ,  page175* 
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4.1. PROTOCOLE DE L1ETUDE 

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

mentales suivantes : 

- Incubation B 3 7 O  C en tampon Tris-HC1 0 , l  M. CaC12 0.02 M. pH 7,2  

durant des temps de 4 heures ou 18 heures. 

- Rapport enzymelprotéine de 2 % (poidslpoids). 

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

4.2. RESULTATS 

4.2.1. DIFFERENCES DE SENSIBILITE A LA PROTEOLY SE 

TRYPSIQUE 

La figure 36 montre les immunoélectrophorèses des produits d'hydrolyse 

trypsique des différentes sous-classes dlIgG. 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 à 

llIgG non digé~ée. L'addition de cystéine 0,01 M ne modifie pas les résultats 

de façon 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 111gG2a, la ligne de précipitation observée après une digestion de 4 

heures a une mobilité identique B lfIgG non digérée. 

La séparation par électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS de 

différentes IgG monoclonales digérées par la trypsine, 4 heures à 37O 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 daItons sont obtenus par hydrolyse de 111gG2b (figure 38 A, f )  . Le 

fragment majeur obtenu par hydrolyse de 111gG2c a un poids moléculaire de 

50 000 daltons. Ce fragment est obtenu de façon optimale après 18 heures de 

digestion. 

1 



Figure 37 .- Electrophorèse en gel  d'acrylamide-SDS (gradient  

5-25 % d'acrylamide) d ' I g ~  de Rat après digestion par  l a  

trypsine (4 h à 3 7 ' ~  avec un rapport enzymelprotéine de 2 %). 

A : Hydrolysats non rédui ts  ; B : H.ydmlysats rédu i t s  par  l e  

2-mercaptoéthanol (concentration f i na l e  5 %) : a : IgGl I R  595 ; 

b : IgGl I R  656 ; c : IgG2a I R  530 ; d : IgG2a I R  418 ; e : IgG2a 

I R  33 ; f  : IgG2b I R  863 ; g : IgG2c I R  304 ; h : IgG2c I R  558 ; 

i : IgG2c I R  759 ; j : IgG2a du sérum de Rat ; k : IgG2c du sérum 

de Rat. Les c h i f f r e s  s u r  l a  gauche des électrophorégrammes ind i -  

quent l e  poids moléculaire (x 10-3) des principaux fragments. 

H : chaîne lourde ; L : chaîne légère.  

N.B.- Cette figure es t  identique à l a  figure 3 de 1 'ar t icle n o  6, 

page 176 . 





4.2.2. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES FRAGMENTS 

OBTENUS PAR HYDROLYSE TRYPSIQUE DES IrrG2b ET 

La figure 38 montre la séparation obtenue sur colonne dlUltrogel 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 identique-s A celles décrites pour les hydrolysats par la papaïne. Les 
1 contrôles de pureté obtenus (figure 38) montrent que le Fab(t) dtIgG2b a un 

poids moléculaire d'environ 52 000 daltons, le Fc un poids moléculaire de 
1 

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 Fc(t) ont 

le même 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 B ceux libérés des IgG 

humaines (MEDGYESI et al., 1971), (excepté la sous-classe IgG2 humaine 

résistante h 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 charnière et 
l 

apparaissent donc résistantes B l'hydrolyse par cet enzyme. Nos résultats 

confirment ceux de NEZLIN, KRILOV et ROKHLIN (1973) montrant que 

1'IgGZa de Rat est résistante à la protéolyse trypsique, alors que 111gG2b est 
l 
1 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 

1 dans le chapitre II. 

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

5.1. PROTOCOLE DE L'ETUDE 

l La protéase V8 de S. aureus est une endopeptidase spécifique des 

résidus d'acide glutamique et d'acide aspartique (DRAPEAU, BOILY et 
I 



Figure 38.- Représentation schématique de l a  p u r i f i c a t i o n  

des fragments obtenus p a r  hydrolyse trypsique de 1 ' IgG2b 

monoclonale I R  863 (4 h à 3 7 ' ~  avec un rappor t  enzyme/protéine 

de 2 %). L a  chromatographie s u r  Ul t rogel  AcA 44 (condit ions 

identiques aux f igures  34 e t  35) sépare deux f r a c t i o n s  majeures 

1 e t  2 qui  s o n t  e n s u i t e  p u r i f i é e s  s u r  DEAE-Cellulose (colonne 

2 x 15 cm ; d é b i t  : 15 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 5 m l  ; 

tampon A : phosphate de sodium 0,01 My pH 7,8 ; tampon B : 

phosphate de sodium 0,2  M y  pH 6,8. Les contrôles de p u r e t é  

des f r a c t i o n s  la ,  2a e t  lb, 2b p a r  électrophorèse en g e l  

d' acrylamide-SDS e t  p a r  immunoélectrophorèse son t  présentés  

dans l a  p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  f igure .  
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HOUMARD, 1972 ; HOUMARD et DRAPEAU, 1972). Son action peut être 

limitée aux résidus d'acide glutamique si l'incubation est réalisée en présence 

d'ions ammonium (DRAPEAU, 1977). Elle présente deux p H  optima pour son 

activité : pH 4,O et pH 7,8 (DRAPEAU et al. , 1972). La digestion des sous- 

classes dlIgG du Rat a de ce fait été étudiée dans trois tampons différents : 

- Acétate d'ammonium 0 , l  M ,  p)! 4,O 

- Bicarbonate d'ammonium 0 , l  Ni, EDTA 0,002 M ,  pH 7,8 

- Phosphate de sodium 0 , l  M, EDTA 0,002 M ,  pH 7,8. 

L'incubation A 37O C pendant 4 heures a été effectuée en utilisant un rapport 

enzymelprotéine de 1/30 (DRAPEAU, 1977). Les détails expérimentaux sont 

indiqués dans la publication no 4. 

5.2. RESULTATS 

5.2.1. DIFFERENCES OBSERVEES ENTRE SOUS-CLASSES 

D'IgG 

La figure 39 montre la séparation obtenue par électrophorèse en gel de 

polyacrylamide-SDS dlIgG monoclonales incubées avec la protéase V8 de - S. 

aureus dans les tampons no 1, 2 et 3 .  Les résultats principaux observés 

sont : 

- la digestion complète de 111gG2b (IR 863) en de& fragments majeurs de 

105 000 et 28 000 daltons après incubation en tampons bicarbonate ou 

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

- l'absence de fragmentation significative des autres sous-classes dlIgG dans 

les mêmes conditions, 

- la digestion incomplète de 111gG2b en tampon acétate p H  4,0, 

- la présence pour tautes les sous-classes dTIgG de fragments de faible poids 

moléculaire (environ 1 2  000 daltons) lorsque les produits de digestion des 

IgG sont analysés après réduction par le mercaptoéthanol (figure 39 B ) .  



Figure 39. - Electrophorèse en gel  de polyacrylamide-SDS d' IgG 

monoclonales de Rat après hydrolyse p a r  l a  protéase  V8 de 

S. aureus (4 h à 3 7 ' ~  avec un rapport  enzyme/protéine de 1/30). 

A : Echanti l lons non r é d u i t s  ; B : échan t i l lons  r é d u i t s  p a r  le  

2-mercaptoéthanol. ( 1) Digest ion en  tampon a c é t a t e  d'ammonium 

0 , l  M, pH 4 ; (2)  d iges t ion  en tampon bicarbonate d'ammonium 

0 , l  M 0,002 M EDTA, pH 7,8 ; (3) d iges t ion  e n  tampon phosphate 

de sodium 0 , l  M, 0,002 M EDTA, pH 7,8. a : IgGl I R  27 ; 

b : IgG2a I R  418 ; c : IgG2a I R  530 ; d : IgG2b I R  863 ; 

e : IgG2c I R  304. Les c h i f f r e s  s u r  l a  gauche des électrophoré- 

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

N.B.- Cet t e  f i g u r e  est i d e n t i q u e  à l a  f i g u r e  1 de  1 ' a r t i c l e  n o  4 ,  

page 103 . 





Les immunoélectrophorèses des différentes sous-classes dfIgG incubées 

avec la protéase V8 de S. aureus sont présentées dans la figure 2 de 

l'article no 4 (page 104). Les hydrolysats d11gG2b 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 ltIgG non 

digérée. 

La figure 3 de l'article no 4 (page 104) montre les résultats obtenus 

avec des IgG1, IgG2a, 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 111gG2b avec production d'un fragment de poids 

moléculaire 105 000 daltons (figure 3 A,8). La chaîne polypeptidique ayant le 

poids moléculaire de la chaîne Y2b (figure 3 B,7) disparaît après digestion 

par la protéase V8 de S. aureus (figure 3 B ,8). 

5.2.2. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES FRAGMENTS 

OBTENUS PAR DIGESTION DES IgGBb MONOCLONALES 

La comparaison des hydrolysats obtenus de digférentes sous-classes 

montrait que seule ltIgG2b 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 contrôle 

de leur pureté. De ces résultats, on peut conclure que la protéase V8 de - S. 

aureus libère trois fragments de ltIgG2b : 

- un fragment F(ab)Z de poids moléculaire 105 000 

- un fragment Fc non covalent de poids moléculaire 27 à 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. 



Figure 40.- Représentat ion schématique de l a  p u r i f i c a t i o n  

des fragments obtenus p a r  hydrolyse de 1 ' IgG2b monoclonale 

I R  863 pa r  l a  p ro téase  V8 de S. aureus (d iges t ion  de 4 h à 

37OC avec un rappor t  enzymelprotéine de 1/30, en  tampon phos- 

phate de Na O ,  1 M, EDTA 0,002 M, pH 7,8).  A : Sépara t ion  s u r  

Ultrogel  AcA 44 (colonne 2,6 x 90 cm) en PBS, pH 7,4. Les 

marqueurs de poids moléculaire IgG, sérumalbumine bovine (BSA) 

e t  ovalbumine (OVA) son t  indiqués.  B : P u r i f i c a t i o n  du p i c  3 

pa r  chromatographie s u r  DEAE-Cellulose (colonne 1,6 x 10 cm ; 

d é b i t  : 15 mllh ; volurne des f r a c t i o n s  : 5 ml).  E lu t ion  par  

l e s  tampons phosphate de Na 0,01 M, pH 7,8 e t  0 ,2  M, pH 6 ,8 ) .  

La p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  f i g u r e  p résen te  l e  con t rô le  

des f r a c t i o n s  p a r  é lec t rophorèse  en  gel  d'acrylamide-SDS (A) 

e t  p a r  immunoélectrophorèse (B) . 
N.B.- C e t t e  f i g u r e  correspond aux  f i g u r e s  4 e t  5 de l ' a r t i c l e  

n o  4, pages104 et105. 
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Figure 4 1 .- Schéma i l l u s t r a n t ,  ii l ' a i de  du modèle de l a  molécule d' IgG, 

l a  s t r uc tu r e  des fragments obtenus par  hydrolyse de 1' IgG2b I R  863 par  

l a  protéase V8 de S. aureus.  La flèche en  t r a i t s  p l e in s  correspond au 

c l ivage de l a  molécule en fragments du ab); e t  Fc, a l o r s  que l a  f lèche 

en p o i n t i l l é s  indique qu' il ex i s t e  un s i t e  de cl ivage (mineur) l i bé r an t  

un fragment de type Fab ( l a  représenta t ion d'un seu l  pont d i su l fu re  

en t r e  chaînes lourdes dans l a  région charnière e s t  hypothétique, l a  

s t r uc tu r e  de c e t t e  région charnière n ' é t an t  pas connue). 



5.3. DISCUSSION 

Le résultat principal obtenu est que seule la sous-classe IgG2b est 

clivée par la protéase V8 de S. aureus à 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 suggère 

que c'est au niveau d'un résidu d'acide glutamique que s'effectue le clivage. 

La production de fragments F(ab)Z 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 complète de 111gG2b à pH 4 n'est 

probablement pas liée B des différences d'activité de la protéase V8 à pH 4,O 

et 7,8, puisque DRAPEAU et ai. (1972) montrent que l'enzyme est en fait 

plus actif à pH 4 qu'A pH 7,8. Il est vraisemblable que ces différences sont 

liées à l'existence de modifications conformationnelles à 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'IBG DU RAT 

ET CONDITIONS. OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS 

Fab, F(abl), 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, dlIgG du Rat. Les caractéristiques principales 

sont résumées dans le tableau 7 .  Parmi celles-ci, on notera la résistance à la 

protéolyse par la papaïne des IgGl et IgG2b, la très grande sensibilité à 

l'hydrolyse pepsique de 111gG2c, et la sensibilité à l'hydrolyse par la pro- 

téase V8 de 111gG2b. 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 dlIgG du Rat était l'analyse par électrophorèse en gel d1acry- 

lamide-SDS des IgG réduites par le mercaptoéthanol et de leur produit de 

digestion trypsique. En effet, les chaînes Y 1  et Y2b ont un poids moléculaire 

apparent de 55 000 daltons alors que les chaînes Y 2a et Y2c ont un poids 

moléculaire de 52 000 daltons. Après hydrolyse trypsique , les fragments 
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Figure 42.- E lec t rophorèse  en g e l  d'acrylamide-SDS (acry1ami.de 

7 , 5  % ; é c h a n t i l l o n s  r é d u i t s  p a r  l e  mercaptoéthanol 5 %) d '1g~1  

( l ) ,  IgG2a (2a) ,  IgG2b (2b) ,  IgG2c ( 2 ~ 1 ,  n a t i v e s  ( A )  ou ap rès  

hydrolyse p a r  l a  t r y p s i n e ,  4 h à 37OC avec un r appor t  enzyme/ 

p r o t é i n e  de 2 % (B).  Les c h i f f r e s  s u r  l e s  c ô t é s  des  électropho- 
- 3 régrammes ind iquen t  l e  poids molécula i re  (x 10 ), des chaînes 

lourdes ( p a r t i e  A) ou de d i f f é r e n t s  fragments ( p a r t i e  B). 



obtenus permettent de distinguer clairement les sous-classes dont les chaînes 

ont le même poids moléculaire : IgGl et IgG2b d'une part, et IgG2a et IgG2c 

d'autre part (figure 42).  Pour les IgG1, les chaînes polypeptidiques obser- 

vées sont : la chaîne légère et deux polypeptides de 38 000 et 13 000 

1 daltons. Pour les IgG2b ce sont : la chaîne légère, un polypeptide majeur de 

I 28 000 daltons (Fc non covalent) et deux bandes de 26 000 et 36 000 daltons. 

De même, on observe pour 111gG2a trois bandes peptidiques correspondant A 
la chaine légère et B deux fragments de 36 000 et 13 000 daltons alors que 

pour 111gG2c, la chaîne légère et deux polypeptides de 26 000 et 22 000 

daltons sont obtenus par hydrolyse trypsique. 

1 
2.  CONDITIONS OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS 

Fab, F(ab1)2 ET Fc 

A partir des résultats obtenus par protéolyse enzymatique des sous- 

classes dlIgG, les conditions optimales pour la préparation de différents 

fragments principalement Fab, F(abl) et Fc peuvent être définies. Elles sont , 2 
résumées dans le tableau 8. La préparation de fragments Fab peut être 

l 

l obtenue pour toutes les sous-classes par hydrolyse par la papaïne. Dans le 

cas des sous-classes IgG2b et IgGSc, 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 l'hydrolyse par la pepsine qui, dans 
l certaines conditions présentées dans le tableau 8, libère des fragments de 
i 

type F(abl). En effet, ces fragments peuvent être purifiés par une seule 

chromatographie sur Ultrogel AcA 44. 

l 
L'isolement de fragments Fc peut être réalisée après hydrolyse par la 

papaïne des différentes sous-classes. Cependant, pour les protéines de 

sous-classe IgGSc, le rendement en fragment Fc est faible, et il est 

préférable d'utiliser l'hydrolyse par la trypsine. La trypsine peut également 

! être employée pour la préparation de Fc(t) Q partir dlIgG%b monoclonales. 



TABLEAU 8.- RESUME SCHEMATIQUE DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LA PREPARATION DE FRAGMENTS Fab  O U  F a b ( t )  
F ( a b l ) ,  F ( a b l  o u  F ( a b ) 2  ET F c  o u  F c ( t ) ,  A PARTIR D'IgG MONOCLONALES DE SOUS-CLASSES I g G l ,  
IgGZa, IgG2b e ,  I g G 2 c  

t e s  p o u r c e n t a g e s  i n d i q u é s  s o n t  d e s  p o u r c e n t a g e s  e n z y m e / p r o t é i n e  ( p o i d s / p o i d s )  ; l e s  h y d r o -  
' l y s e s  s o n t  r é a l i s é e s  3 3 7 O C  ; l ' h y d r o l y s e  p a r  l a  p a p a ï n e  e s t  r é a l i s é e  e n  p r é s e n c e  de  c y s -  
t é i n e  0 , 0 1  M .  

IgG 1 IgG2a IgG2b IgG2c 

Fab e t  Fc Papaïne (1  X ,  4 h) Papaïne ( 1 X ,  2 h)  Papaïne ( 1  X ,  4 h)  Papaïne ( 1  %, 2 h )  

~ a b ( t )  e t  F c ( t )  non obtenu non obtenu Trypsine (2 X ,  4 h) Trypsine (2 X ,  4 h )  A 
4 
O 

Fbb ') non obtenu non obtenu Pepsine (5 %, 18 h) Pepsine (5 X ,  18 h) 

Hydrolyse pepsique Hydrolyse pepsique Pepsine ( 1  %, 18 h) Pepsine (1  X ,  4 h) 
( 1  %, 4 h) après  (1  X ,  4 h) après  
incubat ion  à pH 2,8 incubat ion  à pH 2,8 

non obtenu non obtenu Protéase  V8  de 
S. m e u d  
( 3 9  %, 4 h)  

non obtenu 



La production optimale de fragments F(ab')2 A partir des protéines de 

sous-classe IgGl et IgG2a peut être obtenue si les IgG sont préalablement 
incubées à un pH acide (pH 2,8) .  Les détails expérimentaux sont indiqués 
dans la publication no 5.  Dans ces conditions, une hydrolyse complète des 

IgGl et IgG2a en fragments F(ab1)2 est obtenue en des temps d'incubation de 

2 B 4 heures. L'hydrolyse par la protéase V8 de S. aureus représente la 

methode optimale pour obtenir un fragment de type F(ab)2 B partir d11gG2b 

monoclonales. 



CHAPITRE II 

l 

ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UN FRAGMENT CORRESPONDANT AU 

DOMAINE VARIABLE V,, OBTENU PAR HYDROLYSE TRYPSIQUE DES 

lgGl et IgG2a DE RAT 
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1. Sumrnary 

Monoclonal rat IgC belonging to the 4 rat igC sub- 
classes, and some IgG subclasses isolated from normal 
rai serum were subjected to enzynqtic degradation 
with trypsin. Differences in the products of tryptic 
digestion were observed according to the IgC subclass. 
igGlb and IgG2, were degraded mainly into Fab and 
Fc fragments. IgG, and IgCh appeared resistant to 
such cleavage. However, tryptic digestion of the latter 
two produced two fragments separated oniy 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 7 heavy chain, 
while the second (mol. wt. 120,000) consists of tlie 
IgC deleted of the VH regiom. 

2. Introduction 

Enzymatic hydroiysis has been used for several 
years as a means for immunochemical analysis of the 
irnmunogiobuiins, in particular for the characteriza- 
tion of the subciasses. 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 IgG1, I f i 3  and IgG4 are susceptible to tiypsin 
cleavage, which produces Fab- and Fc-like fragments: 
tFab and tFc Cl]. On the other hand, IgC2 is resistant 
to trypsin and fragmentation occurs only after long 
tirnes of digestion In the mouse, studies by Gorini et 
al. [2] have shown that lgG, is more resistant to t ryp 

sin than IgGh and 1fi2b: these latter two are split 
into Fab- and Fc-like fragments that are not found in 
tlie digests of IgC,. In the rat, Neziin et al. [3] have 
demonstrated a different susceptibility to trypsin of 
two igG subclasses: IgGta and IgGlb. IgGL, is resis- 
tant to the enzyme and left undigested whereas igGZb 
is degraded into Fab and Fc fragments. The avaiiabil- 
ity of the monoclonal IgG secreted by the LOU rat 
immunocytomas [4,5] led us to extend the study to a 
comparison of the 4 rat IgG subclasses: IgGI, IgGb, 
IgG2b and IGZc [6] .  Our results showed that igGZb 
and IgG2, are susceptible to trypsin and split mainly 
into Fab- and Fc-like fragments. On the contrary, 
IgGl and IgGh appeared mainiy unsplit when studied 
in nondissociating conditions, but, were separated in 
dissociating media into two components, one of 
whichis probably related to most of the VH dornain 
and the other consists in the IgG depleted of VH. 

3 .l. I t~nocy tomas  
Imrnunocytonrtts producing monoclonal immuno- 

globulii were maintained in Our laboratory as de- 
scribed previously [4]. 

3.2. Arnfican'on of rat immunoglobulins 
Normal rat serum was obtained from randomly 

bred Wistar rats. 
Monoclonal rat IgG and IgGb from normal rat 

serum were isolated as described previously [7]. IgG2, 
from normal rat serum was pùrified by chromatog- 
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rapliy of a precipitate at W h  ainnioniuni sulpliatc 
saturation 'oii a protein A-Scpliarose (Pliariiiacia, 
Uppsala, Sweden) coluiiin. Elutioii was perforined 
sequetitiaily witli 0.01 M sodiuiii pliospliatc, 0.1 5 M 
NaCl pH 8.0,O.l M sodiuiii citrate, pH 6.0and pl1 3.0. 
Fraction eluted at pli 3.0 contaiiis only IgG2, and 
reprcscnts about 9m of IgGZC froiii norinal rat scruiii 
[SI- 

3.3. Atitiscra 
Polyvaleiit rabbit antisera to iioriiial rat scruiii pro- 

teins wcrc purcliased frotii Sebia. Aiitisera specific for 
tlic Iicavy cliaiii of rat IgC wcrc prcpared as described 
previously [6]. 

3.4. I:itzytrra tic digestiorts 
TPCK-trypsin was purchased from Wortliington 

Biocheiiucals. Mercuripapain (25 ing/ml) and twice 
crystaiiized pepsin were froin Sigma Cheniicals. Tryp- 
tic digestions were perforiiied as follows: rat IgG 
(10 mg/iiil) in 0.1 M Tris . HCI buffer, pH 7.8, con- 
taining 0.02 M CaC12, were digested for 4 h or 18 11 
with ail enzy1iie:protein ratio of 2% (wlw) with or 
witliout tlie addition of 0.0 1 M cysteine. n i e  digestion 
was ternunated by addition of soybean trypsin iiiliib- 
itor (equimolar aiiiount t o  trypsin). Papain digestions 
witli 1% (w/w) papain and 0.01 M cysteine, pepsin 
digestion with 1% (w/w) pepsin were perforined as 
reported previously [7]. 

3.5. Purification of papaitl Fab and Fc fragntetits 
Papain Fab and Fc from monoclonal IgG, (IR 595), 

igGZÿ (IR 418,lR 530) and IgGZ, froni normal rat 
semiii were prepared by fractionation of a 2-h papain 
digest on an Ultrogel AcA44 (LKB, Sweden) column 
equilibrated in 0.01 M sodiuni phosphate, 0.15 M 
NaCI, pH 7.4. 'ille Fab and Fc were further purified 
by chromatography on DEAE-cellulose (DE 32 
Whattnan) and sequential elution with 0.01 M sodium 
phosphate, pH 7.8, then with sodium pliosphate, 
pH 6.8, buffers of the foiiowing molarities: 0.01 M, 
0.05 M and 0.2 M. Purification of Fab from niono- 
clona1 IgG2, (IR 304) was performed as for lgGl and 
1gG2, except that fractionation on Ultrogel AcA44 
was o@tted. 

3.6. Immunoelectrophoresis 
Immunoelectrophoresis was carried out in 1% 

agarose with sodium barbitai buffer 0.078 M, pH 8.2. 

3.7. Po!sac~illarriidc gcl c~Icctro~~I~orc~sis 
Acrylaiiude gel electroplioresis in a gradiciit froiii 

5 to 30% acrylaiiiidc was perfortiied as dcscribcd by 
Mltrgolis and Keiirick [91, except tliat a concave 
instead of a Iiiiear gradient was used. 

Polyacrylaiiude gel electropliorcsis iii SDS was per- 
fornied as described by Laciiiiiili [IO] with tlic iiiodi- 
fications prcviously reported (7,111. 

4. Results 

Fig. 1 sliows the pattern obtaiiied by iiiiniunoelec- 
tropliorcsis analysis of nionoclonal protcins belonging 
to the differeiit IgC subclasses. Monoclonal lgGZb and 
IgG2, digested with 2% trypsin showed precipitation 

IgG 1 native 

anti- rot serum 
20trypsin 4h - - -= anti- 61 

18h - - anti- rat sarum 

2%tryprin 4h - - 
cysteineaOlM - anti- 81 

1 g C  2s native n - onti- rat Mrum 
29.tryps1n 4 h ,-- II ~~ 

d 
d anti- rat serum 

2%tryprin 4 h 
cysteine QOlM - - onti-&ta 

IgG2b native - anti-rat serum 
2% trypsin 4 h -- anti-112b 

18h -AI-- 

-. - anti-rat serum 
2%tryprin 4 h 
cyrteine W l M  - anti- 8 2 b  

IgG2c native - & . 
onti-rot serum 

Z%trypsin 4 h - 
Cr ' anti- rat serum 

2% trypsin 4 h - 
cysteinePMM . - anti-62c 

Fig.1. Immunoclcctrophoresis of monoclonal rit In native 
and digcsted with 2% (wlw) trypsin with or without 0.01 M 
cysteine. Anti-y~, is ;ilso anti-idiotypic for the IgG2, pro- 
tein (IR 304). . . 



. ünes or Fub d Fc mbii i th  togetl~w dlh. in Ch 
digests, a pwipitation line of rwbil'i sidar to un- 

Thc addition d cysteiae did - 
riyifmnay plter the imnmo&dctmplÈoW 

subclaores. lgCa frm n d  
the mme d t s  as rnono- 

ln con- to 1 6 %  
FabilidF~ lintrnnobrrvedin the 

monoelail Wt, 

1 *',";d; ,<.% 
6 & 

w 'Ir' Fe. 2. Electrophorrds In an ocryhndde grsdient (5-3m) d 
": : tn6aodod I&. 1 , I S 1  (IR 27);2,1Gb (IR 418);3,lk;2b 
:,- (IR 863); 4, kZc (IR 304). A: native -ibtellu; 6: p ~ o t d n ~  

',,kdigated for 4 h 4th 2% (wlw) trypsh 



precipitation line, different from the one of undigested 
protein, has a cathodic part not reacting with an anti- 
serum specifï 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 obsemed in the 4-h digests of monoclonal 
IgCa had the same mobiiity 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 obsemed. In comparison 
to monoclonal IgCa, IgGb from normal rat serurn 
gave rninor 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 IgGh appeared alrnost completely resis- 

TRïPSIN PAPAIN TRYPSI N 
1% 

2 va with cystein P A ~ I N  

tant to trypsin. For IgG1, about half of the prepara- 
tion was found cleaved in fragments of high molecular 
weight (about 100,000 daltons). In the case of i&2b 
and IgG& most of the protein was split into compo- 
nents of moi. w t  .50,000. 

Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS of dif- 
ferent monoclonal IgC, together with IgC;b and IgG2, 
hlated from normal rat serum, after trypsin cleavage 
(4 h with 2% trypsin) is shown in Fig. 3. Monoclonal 
IgCl and IgCa were found completely spiit into two 
main fragments: mol. wt. 120,000 and 13,000. In 
the case of IgC2a isolated from normal rat serum, an 
additional component of 52,000 daltons was also ob- 
served. Monoclonal igCZb digests showed two compo- 
nents of 52,000 and 70,000 daltons. Monoclonal 
IgG2, and IgG2, from normal rat semm were split 

CON TROLS 2% TRYPSIN 

Fab Fc Fab Fc 

Fig. 4. PAGE-SDS ( 5 4 5 %  acrylamide) of monoclonai 1gGa IR 418 digested with trypsin (2%, 4 h). papain (1%,2 h with 0.01 M 
cysîcine), try- plus papain, and of Fab and Fe from IR 418 digerted with trypsin (2%. 4 h). A: unrcduœd digests; B: digests 
reduced by 2-mercaptathanol(5% final conœntration). 
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into a nipbicomponent: mol. wt. 50,000. S m  minor 
compontnts of mol. wt. 100,000,66,000 and 11,000 
(the latter oniy noticeâ in iR 759 digests) were also 
observd After reduction of the cleavage products by 
2-merapta$iiuiol (Fig. 3B) fragments of mol. wt. 
38,000 (lgG1) or 36,000 (IgGb) and of mi. wt. 
13,000 were o b s e d  together with the Light chah in 
monoc id  IgCl and I8Çh digestswfiereas the intact 
heavy dzPin war absent. For [fizb a major compo- 
nent of mol, wt. 27,000 and a minor of mol. wt. 
36,000 wn found amchted with the Ught chiin. 
IgGzc dlgtstr sbwcd protein bands of mol. wt. 
25,000 and 20,Wl togetiur 4 t h  the üght chain (and 

l 
also low amounts of intact I~eavy chain). Taken to- 
gether these results wggasted that IgCa and lgGk 

l were split by trypsin makiS. into Fab and Fc, whm- 
1 as a düremnt type of cleavage had occurred for Ifil 

and IgG* For these two subciaJses, iight chains 
appeand undigesteci whereas the heavy chain was split 

o two fragments, mol. wt. 13,000 and 36,000 or 
,ûûû Thc nail& of PAGE-SûS analys& suggested 
at the iarge heavychh fragmnts(d. wt.36,WO- 
060) werr Unked to the light chains to conotituub 
compo~ent of mol. wt. 120,000. 
n order to &termine whether the clcavage of the 

heavy chain of rat IgGl and 1gGh was in the Fd or 
the Fc part of the 1%; molfpl,  a comprison with 
the products of pPpsin cieavqp was undertaken. 
Papain rclcssas h.om IgG1 and IgGh a n t x x d n t  
Fc (mol. wt. 27,000 for IgGb) and Fab fragments 
(mol. wt, 46,000-48,Oûû) 171. Different monoclonal 
Ifil a d  spüt t u d v d y  with trypan 
and papain (or the reverse) ond the resulüng fragments 
were c m r e  Fab and Fc by PAGESDS 
analysis. Bbg bytrypsinofsomu Fab 
a r t d F ~ f r o m m ~ d w ~  u i d I g C h ~ ~ &  
gated. Tb d t t û t o w n  for a rtmmchai IgG* OR 
418)(Fig.4)Wicateddea~ly th.tFab wascbmd 
by trypdR Ento two c-ts: moi. wt. 30P(WJ. 
and 13,000- Fc appamd undissste& After 
reducdcm by 2-~maptoethond, the component of 
ml. wt, 30,000 ms fouml to be c o m p d  of a tfeht 
ch& (mol. wt. 23,000) and of a compoamt of moi. 
wt. 8,000. Ths rarne r d t s  wem obse~ed for the 
c~ther mon& IgGl and IgGb In contmt to the 
Fab of monocloMt IgCl and IgCb Fab af mm* 
c l o d  IgGk (IR 30Q) was found insensisive to tryp 
sin chvaga. F u ~ r e , ~ p l u s t s y p s i n c i e i v q p  

of m~~i- igCt and IgGs showerd that F(ab)'* 
WI Ibo compktdy dsrvdd by trypsin, Th- rdw11ts 
showcd bhnt try- üeavage of rat IgCi and IgGh 
oçcun in the Fd part of the molecule with the reltase 
of a fngmnt of d. wt. 13,000 relrited to the N-ter- 
Ininal part of fie heavy c 

5. Ilhcush 

Rwults of these skidies s h m d  that rat IgG a ~ e  
diffennUgy affscted by tryptic de1yage and that 
reiation to tht wibclur can be defued. I&% 
IgC2, are *lit mainiy into Fab and Fc-llke fragm 
altl~ough minor compomnts art ;rlw rdeased. In the 
case of IgG2, a hrgc product (mol. wt. 100,000) pro- 
bably an F(ab)&ke fragment isobserved after a short 
tim of cleavagc. In IgGn digests, the presence of a 
heavy chain component of mol. wt. 36,000 (i.e. like 
in IgGl and IgCâ digests but without tho W i a t e d  
cornponent of mol. wt. 13,000) suggests that 
of cieavage other than production of Fab and 
a h  occuned, but the 

d t s  indicPte tbat 

fmgment comrponding to the N-temtiaP1 part of the 
h m y  chiin. The stt of this fragment (mol. wt. 
13,000) atgpsts that it probably represents most of 
the vmkbie domain of the heavy chain. Such a cleav- 
age bs not bcen k n b d  for I& of other species 
excapt occasionaily for a mondoonai human IgG2 
(121 uid a monockmal humin IgGj [13]. Production 
of a VH fragment hos Ptso bten reporttd from papain 
digeaion of a mondonal human IgG3 [14]. In ait 
thme rqmted the site of cimage is situated in 
the tMrd hypmwkble mgion and therefore this ex- 
pmtkatitotcun* fotverypsctiliaf(~dique~xs 
of WB itypemdaùh uwt. On î h  eontrary to these 
p-mP--rllsOfmt w1 "d IBÇ* WPeans 
tskted to the ~~ In effbcf it tms observeci for 
d difibrent monoctonal lgCl and IgGh and also 
for IgGk fiom nomial rat serum. How~er,  in the case 
of thb iattcr, an additionai camponent of mol. wt. 
52,MM was o b d  and the pmencë of minor Fab 
and Fc Unes w&n demonstrated by immunoelectro- 
phonsa It m s  oka &md thrit Fab of normal rat 
IgGa was not entireiy split by trip$n. This suggests 



that a mii part of the population of rat IgG& is split 
into Fab and Fc and unsplit in the Fd part. It sliould 
aiso be noticed tiut long-time tryptic cleavage (1 8 h) 
or digestion in the presence of cysteine releases from 
monoclonal IgCb a fragment probably related to the 
tFc described by Medgyesi [ 1 1. 

Experiments are now in progress to determine tlie 
sequence around the cleavage site for IgGl and IgGb 
Nevertheless,at present, results of our studies indicai2 
that it is easy to obtain a fragment related to the VH 
domain by tryptic cleavage of monoclonal rat IgGl 
and IgGh whereas such a fragment cannot be obtained 
from IgG2b and 1gGZc proteins. 

The helpful technical assistance of A. M. Debévère, 
J. Hemo and M. T. Picque is gratefuiiy acknowledged. 
. Studies have been supported by LA 268.04 CNRS 
(G. B.) and by CRL no. 80.3028 INSERM. 
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Dans le chapitre 1 (paragraphe D-3), nous avions montré que les IgG 

monoclonales de sous-classes IgG2b et IgG2c sont clivées par la trypsine en 
1 

fragments Fab(t) et Fc(t). A l'inverse, les IgGl et IgG2a apparaissaient 

résistantes b ce type de clivage, mais deux fragments de poids moléculaire 

l 120 000 et 12 000 daltons étaient m i s  en évidence par électrophorèse en gel 

dfacrylarnide-SDS . Ce chapitre développe la caractérisation de ces deux 
I fragments, en particulier l'identification du polypeptide de 13 000 daltons au 

! domaine variable VH , et l'étude du point de clivage par la trypsine. 
l 

A - MISE EN EVIDENCE D'UN CLIVAGE DES SOUS-CLASSES IgGl ET IgG2a 

EN DEUX FRAGMENTS ASSOCIES DE FACON NON COVALENTE 

1 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 4 18) préalablement incubées avec la trypsine (rapport enzyme /protéine 

2 %) 4 heures B 37O C. Le profil dlélution de lfIgG2a met en évidence un seul 

pic dont le poids moléculaire apparent est identique B llIgG non digérée 

(environ 155 000 daltons). Dans le cas de l1IgGlY ce pic majeur est suivi 

d'un deuxième pic (mineur) d'environ 60 000 daltons. Les contrôles par 

immunoélectrophorèse montrent la présence d'arcs de précipitation de 

mobilités Fab et Fc dans cette deuxième fraction, alors que la fraction ayant 

le poids moléculaire de llIgG donne un seul arc de précipitation de mobilité 

identique B llIgG non digérée. L1électrophorèse en gel dfacrylamide-SDS de 

cette fraction montre pour lfIgG1 comme pour 111gG2a, la présenGe de deux 

I fragments de poids moléculaire 120 000 et 13 000 daltons. Après réduction 

des ponts disulfures par le mercaptoéthanol, 3 polypeptides sont obtenus : la 

chaîne légère (23 000 daltons) , un polypeptide de 13 000 daltons et un autre 

de 36 000 (IgG2a) ou 38 000 daltons (IgG1) ; on note l'absence de la chaîne 

lourde intacte. Les mêmes résultats ont été observés pour d'autres IgGl 

i monoclonales (IR 595, IR 656, IR 766) et d'autres IgG2a (IR 33, IR 530) 
1 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 façon non covalente et 

que le site de clivage est situé sur la chaîne lourde Y . Ils suggèrent 

également que le fragment de poids moléculaire 120 000 daltons est 
i 



Figure 43 .- Chromatographie s u r  u l t r o g e l  AcA 44 (colonne 2 , 6  x 90 cm ; 

d é b i t  : 15 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 4 ml) dfIgG1 monoclonale I R  27 

e t  d1IgG2a I R  418 après hydrolyse p a r  l a  t ryps ine  (4  h à 3 7 ' ~  avec un 

rappor t  enzyme/protéine de 2 %). La p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  f igure  pré- 

s e n t e  l e s  con t rô les  des f r a c t i o n s  obtenues pa r  é i e c t m ~ h o r è s e  en ge l  

d'acrylamide-SDS e t  p a r  imrminoélectrophorèse. + ME : Echant i l lons  

r é d u i t s  p a r  l e  mercap toéthanol .  



40 60 
Fraclions 

Fractions 



formé par l'association de deux chaînes légères et de deux polypeptides de 

36 000 ddtons (IgG2a) ou 38 000 daltons (IgG1). 

B - LOCALISATION DU SITE DE CLIVAGE TRYPSIQUE DANS LA PARTIE Fd 

DE LA MOLECULE DIIgG 

Pour déterminer si le site de clivage trypsique était localisé dans la 

partie Fc ou la partie Fd de la chaîne lourde Y , une comparaison avec les 

produits de digestion par la papaïne a été effectuée. Différentes IgGl et 

IgG2a monoclonales ont été clivées successivement par la papaïne et la 

trypsine. Les fragments Fab et Fc purifiés ont également été soumis à 

l'hydrolyse trypsique . L1électrophorèse en gel dlacrylamide- SDS des 

fragments obtenus (figure 4 de l'article no 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 à llhydro- 

lyse trypsique. Après réduction par le mercaptoéthanol, le fragment de poids 

moléculaire 30 000 donne deux polypeptides de poids moléculaires 8 000 et 

23 000 daltons (chaîne légère). A l'inverse des Fab dlIgG1 et d11gG2a mono- 

clonales, le Fab d11gG2c (IR 304) se révèle résistant à l'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- 

lièrement dans la partie Fd) et que le fragment de poids moléculaire 13 000 

correspond à la partie N-terminale de la chaîne 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 111gG2a 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 dlélution obtenu pour 111gG2a IR 418 clivée par 

la tkypsine 2 % ( 4  heures à 37O C)  et le contrôle de pureté des fragments 1 

et 2. 



Figure 44. - P u r i f i c a t i o n  des fragments obtenus p a r  hydrolyse 

t ryps ique de 111gG2a monoclonale I R  418 (d iges t ion  de 300 mg de 

proté ine ,  4 h 3 37OC, avec un rapport  enzyme/protéine de 2 %) . 
A : Chromatographie de l ' hydro lysa t  s u r  Séphacryl-SF 200 (colonne 

5 x 90 cm ; d é b i t  : 45 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 15 ml) e n  

urée  4 M, acide propionique M. 

B : Chromatographie de l a  f r a c t i o n  1 r édu i t e  p a r  l e  d i t h i o t h r e i t o l  

0,O 1 M e t  a lky lée  par  l ' a c i d e  iodoacétique 0,03 M, s u r  Séphadex- 

G 150 (colonne 2,6 x 90 cm,  déb i t  : 15 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 

5 m l )  en urée 4 M, acide propionique M. 

La p a r t i e  i n f é r i e u r e  de l a  f igure  p résen te  l e  con t rô le  de p u r e t é  

des f rac t ions  obtenues ( 1 ,  2,  l a  e t  l b ) ,  pa r  électrophorèse e n  gel  

d'acrylamide-SDS. Les c h i f f r e s  s u r  l a  gauche des électrophorégram- 

m e s  indiquent le poids moléculaire (x 10-3). 

+ ME : échant i l lons  r é d u i t s  par  l e  mercaptoéthanol. 





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 être identifié de façon précise pour le 

fragment obtenu de llIgG1 IR 27 et des IgG2a IR 418 et 530, suggérant donc 

l'existence d'un N-terminal bloqué. A l'inverse, l'acide aminé N-terminal du 

fragment 2 de 111gG2a IR 33 était identifié comme étant l'acide glutamique. 

La séquence N-terminale du fragment 2 de l'IR 33, déterminée par 

dégradation automatique dlEdman est présentée dans la figure 45. Cette 

séquence est identique B la séquence N-terminale de la chaîne Y de 111gG2a 

IR 33 déterminée précédemment par QUERINJEAN et al. (1974). 

L'étude de l'extrémité C-terminale du fragment 2 de l'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 après des hydrolyses de 

5 heures et 16 heures A 37O C sont présentés dans le ,  tableau 9. Ils 

suggèrent une séquence C-terminale : . . . Arg-Leu-Lys . Lfarginine pourrait 

cependant aussi provenir d'un site de clivage mineur par la trypsine. En 

effet, après réduction par le rnercaptoéthanol, le fragment 2 présente une 

chaîne polypeptidique mineure de poids moléculaire 10 000 (voir figure 44) 

dont l'extrémité C-terminale pourrait être l'arginine . 

En conclusion, le fragment de 13 000 daltons a une séquence N- 

terminale identique B celle de la chaîne lourde Y . Sa taille moléculaire 

suggère qu'il correspond à la totalité du domaine variable de la chaîne lourde 

(domaine V H )  Cependant, 116tude de l'extrémité C-terminale de ce fragment 

ne permet pas de la localiser précisément dans la séquence de la chaîne 

lourde Y . 

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

L1électrophorèse en gel d1acrylamide-SDS du fragment 1 isolé de 111gG2a 

IR 418 montrait qu'il était forme par Ifassociation covalente de deux chaînes 



Tableau 9. - ETUDE DE L'EXTREMITE C-TERMINALE DES FRAGMENTS la ET 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 à 37' C). Les résultats sont 

présentés sous forme de mole d'acide aminé libéré par mole de 

polypeptide. 

Fragment la 

Fragment 2 

5 HEURES 
Glycocolle : 0,05 

Leucine : 0,50 
Lysine : 0,58 

16 HEURES 
Glycocolle : 0,12 
Thréonine : 0,07 

Leucine : 0,80 
Lysine : 0,90 
Arginine : 0,17 



1 10 
Fragment 2 de l81gG2a 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 
chafne y2a de l'IR 33 
(Querinjean et al., 1974) 

I 
1 10 15 -L 

Fragment la (IgG2a IR 418) Ser-~sn-Ser-Met-Val-Thr-Leu-Gly-CMCyç-Leu-Val-Lys-Gly- X -Phe 00 O> 

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) 

Figure 45 .- Séquence N-terminale du fragment 2 obtenu p a r  hydrolyse trypsique de 1' IgG2a 

I R  33 e t  du fragment l a  p u r i f i é  de l ' hydro lysa t  t ryps ique  de l 'IgG2a I R  418. La séquence 

du fragment 2 e s t  ident ique  à l a  séquence N-terminale de l a  chaîne Y2a de l ' I R  33. La séquence 

du fragment l a  présente  une homologie t r è s  importante avec l a  séquence 139-153 de l'IgG1 de 

Souris  MOPC 21 (séquence s i t u é e  au début du domaine Cy ). 1 



polypeptidiques de 23 000 daltons (poids moléculaire identique B la chaîne 

légère) et de deux polypeptides de 36 000 daltons. Les ponts disulfure 

inter-chaînes reliant ces polypeptides ont 'été réduits par le dithiotréitol 0,01 

M en tampon Tris-HC1 0,2 hl, pH 8,6 et les thiols alkylés par l'acide iodo- 

acétique 0,03 M B pH 8. 

Les polypeptides de 36 000 et 23 000 daltons ont été séparés par fil- 

tration sur  gel de Séphadex-G15O en urée 4 M-acide propionnique M. La 

figure 44B présente le profil d'élution obtenu et le contrôle des deux pics 

obtenus l a  et lb ,  par électrophorèse en gel d'acrylamide-SDS. La fraction l a  

correspond au polypeptide de 36 000 daltons. La fraction lb  a un poids 

moléculaire identique h la chaîne légère (23 000 daltons) . 

Les résultats des analyses de la séquence N-terminale des pics la  et lb  

sont présentés dans la figure 45. La polypeptide l b  a une séquence N- 

terminale identique B celle de la chaîne légère 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 VH et des 

domaines C H l  - actuellement connues. Cette comparaison a m i s  en évidgnce une 

homologie trbs importante avec la séquence 139-153 de llIgG1 MOPC 2 1  

(ADETUGBO, 1978). Cette séquence est située dans la partie N-terminale du 

domaine C 1 (voir première partie, chapitre II, paragraphe C, figure 7). H 
Elle n'est cependant pas située au tout début de ce domaine, qui commence à 

l'acide aminé en position 121 pour la chaîne Y 1 de llIgG 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 très faible de glycocolle au bout de 24 heures (0,12 moleimole). 

Ceci suggère que l'extrémité C-terminale de ce fragment est identique à celle 

de la chaîne Y ,  c'est-à-dire la séquence Pro-Gly commune à la plupart des 

chaînes Y de différentes espèces (voir première partie, Chapitre II, 

Paragraphe D) . 

Les résultats des études structurales sont résumées de façon 

schématique dans la figure 46. On peut conclure que le fragment 1 (120 000 
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Figure 46 .- Schéma résumant l a  s t r u c t u r e  des fragments 1 e t  2 

obtenus p a r  hydrolyse t ryps ique des IgG2a. Le fragment 1 de 

120 000 da1 tons (en traits p l e i n s )  e s t  formé p a r  1' assoc ia t ion  de 

deux chaînes légères  e t  de deux fragments de chaîne lourde dont 

l a  séquence débute à un rés idu d 'acide aminé homologue du rés idu 

139 de l a  chaîne y1 de 1' IgGl de Souris MOPC 21 (Adetugbo, 1978). 

Le fragment 2 (13 000 dal tons)  correspond au domaine va r iab le  VH. 

La f l èche  en t r a i t s  p l e i n s  correspond au début du fragment de 

chaîne lourde cons t i tuan t  l e  fragment 1. La f lèche  en p o i n t i l l é s  

correspond à l a  jonct ion e n t r e  domaine VH e t  domaine CY1. 

R.C. : région charnière.  



daltons) est constitué de llIgG dépourvue du domaine VH et du début du 

domaine CH1 (environ 15 acides aminés), alors que le fragment 2 correspond 

au domaine variable VH et peut-être au début du domaine CE1. 

D - CONCLUSIONS 

Les résultats de cette étude montrent que l'hydrolyse trypsique des IgG 

de sous-classes IgG1 et IgG2a conduit à la formation de deux fragments 

étroitement associés de manière non covalente : l'un correspond au domaine 

variable VH, l'autre à llIgG 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 chaîne Y 1 de 

Souris. Cette localisation au début du domaine C Y 1 suggère que les chaînes 

Y 1  et Y 2a de Rat possèdent dans ce domaine un résidu de lysine accessible 

au clivage trypsique, alors que ce résidu est absent dans les chaînes 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 Q celui 

identifié : par exemple, un deuxième site de clivage situé à la jonction entre 

partie variable et partie constante de la chaîne lourde Y , aboutissant à la 

perte d'un peptide correspond au début du domaine C Y 1. Il faut également 

noter que le site de clivage identifié par notre étude est situé au-delà du 

résidu de cystéine impliqué dans la liaison entre chaîne lourde et chaîne 

légère de plusieurs sous-classes dlIgG, sauf' llIgG1 humaine, llIgG1 de Souris 

et lqIgG1 de Cobaye (pour lesquelles le pont inter-HL est formé par une 

cystéine située dans la région charnière). Nos résultats impliquent donc, si 

le site de clivage est situé en une position homologue du résidu 138 de la 

chaîne Y 1 de Souris, que le pont inter-HL des IgGl et IgG2a de Rat soit 

situé au niveau de la région charnière (voir figure 47) .  En effet, si le pont 

inter-HL était situé au début du domaine C Y 1, il faudrait admettre que le 

site de clivage trypsique soit en position N terminale par rapport à ce pont 

disulfure, c'est-à-dire avant le résidu 135. Dans ce cas, le clivage en 

position 138 se serait produit secondairement, au cours des étapes de 

purification. 



Si l'on compare les résultats obtenus dans notre étude à ceux déjà 

rapportés dans la littérature, on constate que le clivage par la trypsine 

aboutissant B 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 troisième zone hypervariable du domaine VH et 

correspond vraisemblablement à 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'être des cryoglobulines, propriété qui serait 

liée & la structure primaire particulière de la troisième zone hypervariable 

(PARR et HOFMANN , 1980). 

Dans notre étude, les résultats sont très 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 être localisé Q un résidu de lysine 

homologue du résidu 138 de la chaîne Y 1 de souris, c'est-à-dire une position 

correspondant au début du domaine C Y 1. Comment expliquer cette propriété 

particulière aux chaînes Y 1  et Y2a de Rat ? Si l'on examine les séquences 

connues de différentes chaînes lourdes 9 (voir les figures 5 ,  7 et 9 de la 

première partie, Chapitre II), on constate qu'il n'existe pas de résidu 

d'acide aminé susceptible dt&tre clivé par la trypsine (lysine ou arginine) en 

position homologue du résidu 138 de la chaîne Y 1 de Souris. L'absence d'un 

tel résidu d'acide aminé pour les autres chaînes Y , et ,  B l'inverse la 

présence d'un résidu de lysine pour les chaînes Y 1 et Y 2a de Rat pourrait 

expliquer ce clivage trypsique tout à fait inhabituel. 

Une autre particularité du clivage trypsique des sous-classes IgGl et 

IgG2a est sa localisation à l'intérieur d'un domaine (domaine C Y 1) alors que 

la plupart des sites de clivage enzymatique des IgG sont situés, soit dans la 

région charnière, soit dans les zones de flexibilité entre les domaines. Nous 

avons recherché une explication à ce phénomène en examinant le modèle de 

structure tridimensionnelle du domaine C Y 1 défini à partir des études 



cristallographiques de IfIgG1 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 chaînes Y 1 et Y 2a de Rat, on constate 

qu'il est situé dans une zone de repliement de la chaîne correspondant ii un 

coude p . Cette localisation pourrait expliquer l'accessibilité au clivage tryp- 

sique. En effet, les coudes p sont souvent situes B 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 B l'intérieur d'un domaine : le site de coupure 

pepsique situé- la fin du domaine CY 2 (position 333 dans llIgG1 humaine), 

ou l'un des sites de clivage par la papaïne aboutissant ii la formation du Fct 

(position 433 dans IIIgG1 humaine) (voir figure 1 de la première partie, 

Chapitre II). Or, l'examen de leur position dans la structure tridimension- 

nelle de l1IgG montre qu'ils sont également situés dans des coudes P .  



CHAPITRE III 

ETUDES CONFORMATIONNELLES DES SOUS-CLASSES D'lgG DU RAT 
1 
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(Rsaiwd Moy mb. 1981) 
(Rcvird rnrnuffnpc rweived Scptcmber 25th. 1984) 

K uiapb: I n m m a  ti; Cinrkw &iAmism; C~~ (Rut) 

F o u s t w a m t s d n i t  C d r o a c c d ü i e h r f ~ w e r e s Q d l c d b y c h n & u â i ~  
n i i e s + ~ ~ e t R k d ~ l i t O a d t t S e r e n t e o n d l a o w t r r o n l a t o ~ r r b t t l m e O n l ~  
d i f f u c n c c s s x i S t b a m c n ~ ~ T l w ~ ~ e d t h i t  

W~(aspcdYltrtbogadtyiersra)hrrbe«i~H~~CthrOQf~kdthe 
trçatrr#abrnd8dh?hl~~uàd~ss 

in- classa have ban reportai: complemcnt binding 
[8,9), affigity for macrophogos [IO], eosinophils 

ImmwogiobulinaG arc (üvided into subclaîsts [1 lb mast odls [12] iurd a f f ~ t y  for protein A from 
in severai spacies of maamais including man. Staphyhcucms aweur [8) Some physiawhemical 
These subclasses are distinguished by bio1ogi-d diffaences have also bsen found, in particular 
and physico-chtmicnl properties (for revitw ,sœ &tiWLy to nductive cleavage Il31 and proteo- 
ref. 1) as weii as by soma features of the p* lytic enzymes 1141. 
structure of thnr constant domains, Struchvol dif- The present work is devoted to the 'conforma- 
fttcnces are mainly iocated in the hine region of t W  features of rat IgG subciaseeJ observed by 
the IgG moiccult (21, but signifiant diffaencm circular dichroim. The studies were performed on 
have also ban found in the C,, domain for meurt me& xmmocbd m ~ $ I o b & ç i  producsd 
I~1dIgG2a[3,4]andiiithcÇ3domainfor bythc strain 
guha-pîg IgGl mû Ip102 [5$ C o n f m W  [15,16] p0rW 
sudies by circuler dichmhm have atoo &mm Fab and Fc fragments. CiradPr dlchroic spectra 
c ü f f ~ b e t w a n t b s u b c ~ o f h u m a n I g G ;  w e r < t ~ o n t h c ~ b o t h i n t h ~ r n a t i v o  
in pmidar, characteristic features eit4.m for IgG3 statc and alter ueiirmcnts capable of affecting 
or for 1gGl and IgG2 have ben poiateâ out [6E thcir samdaq and ter* structurez: heating at 

In tbe rat, fi)\tt IgG subclaeses have ban idasti- 56OC, acid pH and the chwtropic salt NaSCN. 
fi&. IgG1, IgGIrr, 1-b and IgGZc [q. Dif- The d t s  show thaî, whereaJ no clcarsut dif- 
ferenes in biologicd properties among t h  wb- ferrnocs can be found betwcen subclasses in th& 

native state* the conformations of the subclasses 
are ditfcm~tialiy a f f d  by denaturing treat- 

AbbnOur*. IgG. immunoglobutin G. InCIltS. 



Mat& and Mettiods 

Isdatim 4 rat IgG. Monoclonal rat IgG and 
IgG2a from normal rat serum were prepared using 
procedures previously described [7,14,17]. 

Isolarion 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/O. 15 M NaCl, 
pH 7.4, followed by chromatography on D U E -  
cellulose DE-32 (Whatman) equilibrated in 0.01 M 

1 

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 
0.2 M. 

Papain digestion of monoclonal IgG 1 was per- 
formed as for IgG2a except that the digestion time 
was 18 h; the purification of corresponding Fab 

. , and Fc fragments was achieved as for rat IgG2a. 
Digestion of monoclonal IgG2c was performed 

in the same conditions as for IgG2a. Purification 
l of Fab and Fc fragments was conducted by DEAE . -cellulose chrornatography in the conditions de- 

scnbed 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 semm proteins and antisera specific for the 

TABLE 1 

IgG subclasses), and by polyacrylamide gel elec- 
trophoresis in sodium dodecyl sulfate (SDS) [18]. 

Amino acid composition. Amino acid analyses of 
purified monoclonal IgG and Fc fragments were 
performed on a JEOL 5AH amino acid analyser 
after 24 and 72 h hydrolysis with 6 N HCl 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. 

CircuIar dichroism studies. The dichroic spectra 
were recorded with a JOBIN-YVON MARK III 
dichrograph. The ceils used were of 0.01-1 cm 
path length. Concentrations, determined by Bio- 
Rad protein assay [19] taking as reference bovine 
y-globulin, were always between 0.5 and 1 mg/ml. 
The results are expressed as [ O ]  in deg dm01 - ' - 
cm2, taking 11 1 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/O.lS M NaC1/3 M NaSCN, pH 7.4, 
and kept for 3 h at room temperature. They were 
then dialysed to 0.0 1 M phosphate buffer/0.2 14 M 
NaF, pH 7.4. 

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

SUMMARY OF THE CONFORMATIONAL CHANGES INDUCEI) BY HEATING AT 56OC. ACID pH. AND 3 M NaSCN ON ~ RAT IgG SUBCLASSES l 
l 

1 Subclasses Heating at 56OC Incubation at acid pH Trcatmcnt with 
l 

(2.8) 3 M NaSCN 
1 

IgG l Increase of the negative band at Displacement of the negaiive Decrease of the negative band 
217 nm (25%) band from 217 to 198 nm at 217 nm (16%) 
No  modification No modification Decrcax: of the negativc band 

at 217 nm (35%) 
IgG2b NO modification Increase of the negûtivc band Incrcasc of the negaiivc band 

at 217 nm (48%) at 217 nm (29%) 
IgGk Increase of the negative band at Displmment of the ncgative No modification 

2 17 nm and displacement band from 217 to 198 nm 
ta 214 nm (25%) 



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 
recordeci, only the most significant results are given 
in the figures. The other resuits are summarized in 
Table 1. 

Studies of rhe native IgG and rh& fragments 
IgGl. Two monoclonal immunoglobulins G1 

(IR 27 and IR 595) were studied together with the 
Fab fragment from protein IR 595. 00th im-. 
munoglobulins G1 exhibited two negative dichroic 
bands (Fig. 1). The more intense band at 217 nm is 
representative of /3 pleated shect 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 conformationaily related subspectra, we 

t tel ~?ao.dma.~-~ 

Fig. 1. Intrinsic circulor dichroic spcctrn of IgGt IR 595 
( )and IgGl IR27(------ 1. 

have tried to determine the percentage of differemt 
secondary structures for IR 27 and IR 595 pro- 
teins, and (see further) for immunoglobulinsG 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 1201 the authors 
consider two types of secondary structures (a helix 
and flpleated sheet) and the remainder as un- 
ordered structure. In the second calculation [2 1 ] 
the authors take into account a 8-turn contribu- 
tion. Their basic spectrum was not experimentally 
measud but extracted from different proteins. 
The caiculation 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 (221 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 asymmetnc environments. These bands 
couid 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 fl pleated sheet-rich proteins [BI. 

Brahms and Brahms [22] as well as Cathou et 
al. [23] and Domngton et al. [24j have suggested 
that at 230 1221 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 RE1 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 presem of tyrosine 
with a CD contribution which overlaps that of the 
amide band. Indeed, this immunoglobulin frag- 
ment has a very large proportion of /3 sheet struc- 
ture and contains eight tyrosine out of 108 re- 
sidues (7.04%) (251. Also Dorrington et al. [24J 
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 



induces an increase of the positive contribution at 
234 nm and not a decrease as expected by Brahms 
and Brahms. Such a mult would be in good 
agrwment with a negative dichroic band due to 
the tyrosine residues as previously observed at 230 
nm for pooled human IgG (Dorrington et al. (241) 
and at 225 nm for rabbit IgG (Stewart et al. (261). 

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 smaü and it is not 
certain that they contribute to the differences in 
the CD spectra at 230 n m  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 am 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 no; 
shown). 

IgG2a Three monoclonal imrnunoglobulins G 
of this subclass: IR 33, IR 418 and IR 530, in 
addition to IgGh from normal rat senim. 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 
IgGl, with an intense band at 217 nm, in agree- 
ment with the presence of /3 sheet structure. How- 
ever, some differences are observed: in the region 

I 
Fig. 2. Arornatic and intrinsic circular dichroic spectra of IgGZa 
from normal rat m m  (-):lgGZa IR 530 (.- .-. ): 
IgGta IR 33 (- - - - - - )and igGZaIR418(+++).  

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 IgGZa 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 sarne intensity. As 
these differences of shape in the 230 nm region 
could be linked to aromatic side chain contribu- 
tions [22-241 the content of tyrosine in proteins IR 



tive band h>catcd at 217 MI to a24 nm; tbe 
of this displamment was not clearly ducidaW. 
These authors suggested that the negative band at 
23û nm in IN and Fc couM be due to the 
contribution of the C,, domain (or to CTZ-q, 
interactions). In contrast to Fc and the q, d e  
main, the CD spectrum of the C,.z domain showed 

1 

1 
only a ncgative band at 217 nm [VI. Tberefore, in 

I Fc of n t  IgG2a it couid be possible that the 
contribution of the domairi is much more 
important uian in Fcofhumon IgG. It can be seen 
that Fc from rat IgGh is diffe~ent fmm Fc fnmt 
human 1gG as it does sot. contain the hine  rcgion 
(Arends et ai. [28D. Perhapê 
structure couid explain *'di 
spectra of human and rat Fc 

Igû2b. In this 
IgG (IR 863) has 
tmm exhibits only a negative band at 217 nm the 
intensity of which is similar to that obsMred 
other monoclonal immunogiobulinsG (data n 
shown). 

IgG2c One monoclonal IgG was studied: IR 
3û4 togethcr with its Fab fragment. The CD spec- 
trum of th0 native protein shows as for other 
immunogloW G an important negativc band at . 
217 MI; a shoulder at 23û nm is also observeci (see 

418, IR 53û and in the Fc &oan IR 530 ans Fig.5). 
d e t e n a i i a e d I t w + a r f o u a d t & a t S l ~ ~  Fab from IR 304 gives a CD spectrum simil 
art of 1300 (3.92%) for IR 418, 43 out of 13ûû to the one of the whole IgC3 (data not shown). 
(3.31%) for IRS3û rnd 13 aur of 42.8 (3.048) for 
Fc from IR SB. Thse diffuemm ru+ not mry SlurlrcJ qf confmtiimal dwrgus i n h e d  Zy hea- 
i m p t m t  & tod is io wdl  caabb&d w k t h w  in& d p H  Crna NaSCN treatmnr 
thy  cgp obnaibute to the d l f f m  in tb CD Wwting ar 5tS°C. Ali the monoclonal Uamunog- 
spectra at a agi NHwtbtdiir, it cen bt ~ a a n  lobulins 0 1  ha& fn>m 4 to SOC show an kt- 
that in dm r m  2ûû-300 ara (Fy IR 53û aeasc of the magnitude of the ncgative band at 

e t i o a  wty &tf-t h m  217 nm a possible inanse of Bsbcet 
whicii be s w c t w e  Tbis actcct bumm mucfr mort im- 
of ~~KE&W ra. portant dtar 1 h of Berithg ot %OC (Fig.4). In 
b d d w d  contmt to the whiode p r o t a  Fab from IR 595 

dative d o c s l f ~ t ~ a n y ~ t i o n o f i t s C D s p e c -  
t o r b e ~ ~ ~ c t a L j 2 ~ f d a  tnun~poahmtingrit56~C. 
hignwacgotfircPaoaaibutkmat 23ûasnin t b F c  CD spcctni of molsocld IgGh and 1- 
ftom a monodanrrl I%J tlrnn in the wlde pro* from normal rat ssnun appaar inscsrsativc to k t -  
H ~ ~ t b h ~ b o a d w a s n o t a o ~ a e  i n g ~ % ° C T b i s ~ t i v i ~ t o h ~ w a s a l s o  

'thcaaqobgorvadfortheFcofmtIgo;zL.Ell~ o ~ w i u i t h e F c f r a ~ t ( f r o m n o r m a l I g C 3 2 a  
e t a L ~ a a r d ~ n g t o n e t a L ( 2 4 ~ h a v e s h m m  o t ~ d I g G Z a I R 5 3 0 ) . W i t h b F a b f ~  
t h a t t f i G ~ ~ d p F c ( i & t h e ~ ~ )  mtntav*rywdcvariationoftheCDspectnun 
ofhumaaIgfjshaaraadiop~tofthencrsjir- wasobsmfd 



Fig. 4. Intrinsic circuiar dichroic spectra of IgGl IR 595 at 4OC 
(- - - ); lgGl IR 595 at 56OC (- - - - - -): IgGl IR 595 at 
56OC after I h ( ). 

LILLE 
l Q onoclonal IgG2b IR 863 is as insensitive to 

heating as IgG2a. 
An important effect of heating at 56OC is ob- 

served with monoclonal IgG2c IR 3û4: increase of 
the negative band at 217 nm which is shifted at 
about 214 nm, indicating an increase of the /3 sheet 
structure (Fig. 5). In contrast the dichroic spec- 

. trum of the Fab fragment exhibits almost no varia- 
tion upon- heating. 

Effect of acidpH. After acidification to pH 2.8 

l (but not to pH 3.5) part of the secondary structure 
I of monoclonal IgGl IR 595 is destroyed as ob- 
! 
I served by the appearance d 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 41 8 that appears to be completely 
i insensitive to acidification upto pH 2.8. A very 

large increase of the band at 217 nm correspond- 
ing to an increase of /3 structure was o b m e d  .with 
monoclonal IgG2b IR 863 (&ta not shown). 

-1. 

-2. 

r& 

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

While t h m  are no previous reports related to 
the effects of heating at 56OC 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 canied out on a part of normal 
IgG (where human subdass IgGl is predominant) 
or on a monoclonal IgG whose subclass was not 
indicated . They showed that the j3 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 disorganked, 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 IgGl and lgG2c 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. 

Efiect of NaSCN treatment (see Table 1). 
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- 

ma 220 2$0 
C 

's Anm . * 

Fig. 5. Intricsic cimlar dichroic spectra of IgG2c IR 304 at 
4OC ( )and lgGZcIR304at 56OC alter I h (- - - - - - ). 

-1. 

Acidification to pH 2.8 of monoclonal IgG2c IR 
2. 304 (Fig. 7) induces an almost complete disorgani- 



Fig. 6. Armatic and intrinsic cimllir dichroic spettra of IgGi 
IR 595 at pH 2.8: IgGl IR 595 at pH 7.4 (-1 and 
IgGl IR 595 at pH 2.8 (- - - - - -). 

ing as show by the absence of modification of the 
CD sptctrum at 56OC. 

Monoclonal IgG2a IR 418 incubated with 3 M 
NaSCN shows a decrease of the band at 217 nm, 
thus a dccrease of fi structure. Morwver heating at 
56OC of the protein previously treated by N S N  
induoes weak modification of the CD specuum. 

An increase of Bstructure is obwrved with 
monoclonal IgGb IR 863, whereas IgG2c IR 304 
appears to bc insensitive to treatment with NaSCN. 

The purpose of this study was to investigate 
whether some conformational characteristics could 
distinguish the different rat IgG subclasses. The 
most signifiant structural properties of each sub- 

Fig. 7. Arornatic and intrinsic circular dichroic spectra of IgG2c 
IR 304 at pH 2.8: IgG2c IR 304 at pH 7.4.(-) and 
IgG2c IR 304 at pH 2.8 (- - - - - -). 

class are summarized in Table 1, 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 
subcbs canot  be differentiated by characteristic 
properties. Moreover, some differences between 
monoclonal 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- 
cialiy those of tyrosine residues. The differences of 
content in tyrosine observed for monoclonal IgG 
of a given subclass are located in the variable 
domains of the monoclonal IgG. In these domains, 
the fisheet structure is very predominant and so 
the dichroic signal is weak; this could explain that 



the contribution of tyrosine residues involves the 
perturbation of the CD spectrum as discussed by 
Brahms and Brahms 1221. Such differences in CD 
spectra of monoclonal mouse IgA binding phos- 
phorylcholine [3 11 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 observed 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 IgG subclasses. 

In contrat to the results obtained for the native 
proteins, studies by circular dichroism of the d e  
naturation of the rat IgG led to characteristic 
differences between subclasses (see Table 1). Pro- 
teins of the IgG2a subclass appear completely 
insensitive to heating and acid pH; IgG2b is sensi- 
tive only to acid pH; IgGl and IgG2c are affected 
both by acid pH and heat treatment. For IgGZc, 
thermal instability is perhaps linked to their 
euglobulin properties [7]; in effect, proteil;s 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 
rnolecule, as for example Fc from IgG2a is unaf- 
fected by heat treatrnent (as the whole protein) 
and Fab from IgGl 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 
B structure (i.e., IgGl and IgG2c) both bind 
staphylococcal protein A (81. The two others, IgG2a 
and IgG2b which are insensitive to heating and in 
which no disorganization of the /3 structure is ob- 
Se~ed  at acid pH, do not bind (IgG2a) or bind 
weaidy (IgG2b) [8,32]. In addition, it can bq re- 
called that most of the human IgG, sensitive to 

acid pH, interacts strongly with proteinA [33]. It 
is therefore tempting to speculate that the confor- 
mational changes induced by heating or acid pH 
could be mainly located in the CY2 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 56OC for 1 h 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 
macrophages [IO] could be affected by heating and 
acid pH. 

The effect of 3 M NaSCN was studied because 
this sait is sometimes used for the elution of im- 
munoglobulis 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 Le., IgG2a and IgG2b and the reverse is ob- 
served for IgG1. This must be noted for further 
investigations. 
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L'étude de la conformation des sous-classes dlIgG du Rat avait pour 

buts : 

l0 de définir s'il existait des différences conformationnelles entre IgG qui 

puissent être reliées à la nature de la sous-classe dlIgG, 

2 O  de rechercher si les sous-classes dlIgG pouvaient être affectées de façon 

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, 

3O d'établir une relation entre les modifications conformationnelles induites 

par les agents dénaturants et l'expression d'une activité biologique, l'affinité 

pour la protdine A de S. aureus. Cet aspect sera développé dans le chapitre 

IV. 

Cette étude a été réalisée en utilisant essentiellement comme approche 

méthodologique le dichroïsme circulaire. Les détails expérimentaux sont 

indiqués dans la publication no 7. 

A - ETUDE DES IgG NATIVES ET DE CERTAINS DE LEURS FRAGMENTS 

Plusieurs IgG monoclonales ont été étudiées pour chaque sous-classe 

(sauf la sous-classe IgG2b). Les résultats obtenus ont m i s  en évidence qu'il 

n'existait pas de spectre dichroique caractéristique de chaque sous-classe 

mais qu'au contraire ces spectres pouvaient être trés différents pour des IgG 

monoclonales d'une même sous-classe. C'est par exemple ce qui a été observé 

pour différentes IgG2a monoclonales et 111gG2a du sérum de rat (voir la 

figure 2 de l'article no 7, page 197). Dans la zone spectrale située entre 200 

et 250 nm, on note qu'en plus de la bande négative majeure à 217 nm, 

caractéristique de la structure en feuillet plissé P , il existe pour certaines 

IgGBa, d'autres bandes négatives plus faibles : à 230 nm pour ltIgG2a IR 

530, à 240 nm pour 111gG2a llnormalell. De plus dans la zone 250 - 350 nm, 



on note des différences significatives dans l'amplitude de la bande positive 

292 nm (voir notamment 111gG2a IR 530). De telles différences ont également 

été observée pour des IgGl et  des IgG2c monoclonales. 

2. FRAGMENTS Fab ET Fc 

Les spectres 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 possède un spectre dichroique très 

proche de llIgG entiére. C'est le cas par exemple de fragment Fab de 111gG2a 

IR 530. A l'inverse, le fragment Fc peut présenter un spectre dichroique 

très différent de 1'IgG entière. La figure 3 de l'article no 7 (page 198) 

montre le résultat obtenu pour les fragments Fc de 111gG2a "normalew et de 

111gG2a IR 530. On note l'existence, à côté de la bande négative à 217 nm, 

caractéristique de la structure en feuillet plissé P , une autre bande néga- 

tive à 230 nm ayant à peu près la même intensité. 

3. ORIGINE DES DIFFERENCES OBSERVEES 

Les résultats obtenus sur  des IgG monoclonales de différentes sous- 

classes ainsi que su r  leurs fragments Fab et Fc ont montré qu'il nlexiste pas 

de spectre dichroique caractéristique de chaque sous-classe. Au contraire, 

certaines particularités des spectres, telles les bandes négatives à 230 nm ou 

à 240 nm, sont le propre d'une seule IgG monoclonale. De plus, les frag- 

ments Fc présentent également certaines particularités spectrales qui n.e sont 

pas retrouvés dans IIIgG entière. 

Quelles peuvent être 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, oh la contribution de la 

chaîne polypeptidique prédomine, certaines chaînes latérales aromatiques, 

notamment celles des tyrosine et tryptophanne, pourraient modifier le spectre 

dichroique. Cette contribution des chaînes aromatiques serait particulièrement 

importante dans le cas de protéines ayant une forte proportion de structure 

en feuillet plissé P ; c'est le cas pour les immunoglobulines (CATHOU et 

al., 1968). 



BRAHMS et BRAHMS (1980) ont suggéré qulB 230 nm la contribution 

provient essentiellement des chaînes 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 

p et contient 8 tyrosines sur  108 résidus. Son spectre dichroique est carac- 

térisé par l'existence d'une bande positive B 230 nm qui pourrait être due Q 

la présence de chaînes latérales de tyrosine situés dans un environnement 

asymétrique. Des résultats analogues, mais dans lesquels la présence de 

tyrosine induit une bande négative à 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 

B 230 nm. En particulier, les pourcentages de résidus de tyrosine de 111gG2a 

IR 418 (ne présentant pas de bande négative à 230 nm), de 171gG2a IR 530 

(présentant une faible bande négative B 230 nm) et du Fc de lfIgG2a 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 d11gG2a IR 530 : 13 résidus sur 428 (3,04 %) 

On constate que les différences ne sont pas très importantes et il est 

difficile de conclure si B 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 même sous-classe sont probablement 

dues B des différences structurales localisées dans leurs domaines variables 

VH et VL puisque c'est la seule partie de la molécule qui puisse être diffé- 

rente pour des IgG d'une même sous-classe (et possédant le même type de 

chaîne légère, kappa). De fait, les fragments Fab des IgG monoclonales 

étudiées présentent des spectres dichroiques similaires B llIgG entière, ce 

qui suggère que ce sont les parties variables VH et V qui sont B l'origine L 



des variations observées dans les spectres. Le rôle des différences struc- 

turales des domaines VH et VL pour expliquer les variations des spectres 

dichroiques a été démontré pour des IgA monoclonales A activité anti- 

phosphorylcholine (MORRIS, WILLIAMS et YOUNG, 1974). Les variations 

relativement faibles des taux de tyrosine entre différentes IgG monoclonales 

reflètent donc vraisemblablement des différences essentiellement localisées 

dans deux domaines : VH et VL. Ces deux domaines étant particulièrement 

riches en structure en feuillet plissé , 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 llIgG. 

B - MODIFICATIONS CONFORMATIONNELLES INDUITES PAR LE 
- -  -- 

CHAUFFAGE, LE pH ACIDE ET LE THIOCYANATE DE SODIUM 

1. CHAUFFAGE A 56O C 

Le chauffage à 5 6 O  C des IgGl mo~oclonales entraîne une augmentation 

de la bande négative à 217 nm indiquant une augmentation de la structure en 

feuillet plissé P (voir la figure 4 de l'article no 7). Des modifications simi-  

laires sont observées pour les IgG2c monoclonales : augmentation de la bande 

négative à 217 nm et déplacement à 214 nm (voir la figure 5 de l'article no 

7). Ces modifications persistent lorsque 1'IgG est ramenée A 4 O  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 retrouvées 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 à 5 6 O  C. 

Ces résultats suggéraient que les IgGl et IgG2c étaient plus sensibles à 

la dénaturation thermique que les IgG2a et IgG2b. L'augmentation de struc- 

ture p était évocateur d'une polymérisation des molécules dlIgG. C'est effec- 

tivement ce qui a été mis en évidence par une analyse des IgG en électro- 

phorèse en gradient dtacrylamide. On note en effet qu'il existe une propor- 

tion plus importante de formes polymères dans les IgGl et IgG2c chauffées à 

56O C ,  que dans les IgG2a (figure 47).  



Figure 47 .- Electrophorèse en  g rad ien t  d'acrylamide (5-25 %) de 

sous-classes d'1gG n a t i v e s  e t  chauffées à 5 6 ' ~  pendant 2 h. 

1 : IgGl I R 2 7  na t ive  ; 2 : IgGl I R 2 7  chauffée à 5 6 ' ~ ,  2 h ; 

3 : IgG2a I R  530 na t ive  ; 4 : IgG2a I R  530 chauffée à 5 6 ' ~ ,  2 h ; 

5 : IgG2c I R  304 na t ive  ; 6 : IgG2c I R  304 chauffée à 5 6 ' ~ ,  2 h .  

La p o s i t i o n  des marqueurs de poids moléculaire  IgM, IgD 

e t  IgG e s t  indiquée s u r  l a  gauche de l 'électrophorégranrme. 



2. EFFET DU pH ACIDE 

Les IgG ont été étudiées à différents pH : 4,5 ; 3,5 ; 2,8. Des modifi- 

cations des spectres dichroïques ont été observées essentiellement B pH 2,8. 

Le spectre de llIgG1 IR 595 Q pH 2,8 (figure 6 de l'article no 7, page 200) 

indique Q la fois une désorganisation de la structure secondaire (apparition 

d'une bande B 198 nm, caractéristique d'une structure non ordonnée), et de 

la structure tertiaire (disparition de la bande B 305 nm). Le spectre di- 

chroique de llIgG1 ramené B pH 7,4  apres acidification B pH 2,8, n'est pas 

superposable totalement au spectre de llIgG lfnativefi. Ceci suggère que les 

modifications conformationnelles induites par I1acidification ne disparaissent 

pas complètement quand llIgG est ramenée B 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 lTIgG2b 

monoclonale IR 863, on observe une augmentation de la bande négative B 

217 nm, indiquant une augmentation de structure en feuillet plissé P (résul- 

tats non présentés). L'ensemble des modifications observés est résumé dans 

le tableau 1 de l'article no 7 (page 195). 

3. EFFET DU TRAITEMENT PAR LE NaSCN 3M 

Le NaSCN 3M est utilisé pour llélution des IgG de colonnes d'immuno- 

adsorbants, ou de colonnes de protéine A-Sépharose. Nous avons étudié si 

les IgG dénaturées après traitement par le NaSCN 3M récupèrent ou non une 

conformation native. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 1 de 

l'article no 7 (page 195). On observe que les spectres dichroïques "natifsw 

ne sont pas obtenus pour les IgG de sous-classe IgG1, IgG2a et IgG2b. 

C - CONCLUSIONS 

Les résultats de cette étude montrent que, dans leur état natif, les 

sous-classes dlIgG ne peuvent être distinguées par des propriétés particu- 

lières de leurs spectres dichroïques. Au contraire, des différences entre IgG 

monoclonales d'une même sous-classe ont été mises en évidence. Ces diffé- 

rences sont peut être reliées P. la contribution des chaînes latérales aroma- 

tiques, plus particulièrement celles des tyrosines, probablement localisés 



dans les domaines variables des chaînes lourdes et légères. Nos résultats 

pour les sous-classes dlIgG du Rat ne sont pas les mêmes que ceux rappor- 

tés pour les sous-classes dlIgG humaines par JOHNSON et al. (1974) (voir 

première partie, Chapitre II, paragraphe E).  Ces auteurs ont en effet mon- 

tré que la sous-classe IgG3 humaine se distingue trés nettement des autres , 
l sous-classes dlIgG par une bande négative très importante à 240 nm. Cette 

bande s'explique par l'existence d'un trés grand nombre de ponts disulfure 

interchaînes dans la région charnière de 111gG3 (15 contre 2 à 4 pour les 

autres sous-classes) (voir première partie, Chapitre II, paragraphe D) . 

Les sous-classes dlIgG apparaissent affectées de façon différente par les 

agents dénaturants : chauffage, pH acide, traitement par le thiocyanate de 
I sodium 3M. Trois points méritent plus particulièrement d'être signalés : 

- deux sous-classes : IgGl et IgG2c sont sensibles à la dénaturation ther- 

mique et & Iracidification, 
1 - les modifications observées sur llIgG sont retrouvées avec le fragment Fc 

et pas avec le fragment Fab, 
1 

l - 1e.s modifications induites par le chauffage à 56O C sont irréversibles, 
1 

celles liées & llacidification sont partiellement réversibles. 

Les modifications produites par l'incubation à un pH acide (pH 2 , 8 )  et 

leur caractère partiellement réversible lors du retour à un pH neutre, 

permettent d'expliquer, pour la sous-classe IgG1, le rôle joué par l1acidi- 

fication dans l'augmentation de la sensibilité à la digestion par la pepsine 

, (voir deuxième partie, Chapitre 1, paragraphe D) . Nos résultats suggèrent 
l que cette augmentation de sensibilité est liée à des modifications conforma- 

i tionnelles localisées dans le Fc. Les modifications conduisent à une digestion 

complète de cette partie de la molécule alors que la partie Fab reste résis- 
l tante à 'l'hydrolyse pepsique. Cependant, pour la sous-classe IgG2a, les 

résultats de dichroïsme circulaire ne suggèrent pas de modifications confor- 
l mationnelles significatives à pH acide. Or, cette sous-classe présente éga- 

lement une augmentation de sensibilité à l'hydrolyse pepsique après une 

pré-incubation h pH 2,s. Ceci indique qu'il existe vraisemblablement pour la 



sous-classe IgG2a des modifications de conformation non dét ectables par des 

études de dichroïsme circulaire. Cela est-il lié au fait que les modifications 

de structure secondaire et tertiaire de 111gG2a soient moins importantes que 

celles de ltIgG1 ? Il est difficile d'y répondre. Cependant, il est important 

de noter que l'utilisation du dichroïsme circulaire ne permet pas dans ce cas 

la détection de modifications conformationnelles. De même, nous n'avons pu 

mettre en évidence de changements dans les spectres dichroïques dlIgG dont 

les ponts disulfure inter-chaînes avaient été réduits par le dithiothréitol 

(résultats non présentés). Or, il existe de nombreux arguments indiquant 

l'existence de modifications de la conformation des IgG après réduction des 

ponts disulfure inter-chaînes : l'augmentation de la sensibilité B l'action de la 

papaïne, llaltération de nombreuses actiktes biologiques etc. . Tout ceci 

suggère que le dichroïsme 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 llIgG, 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 dichroïsme circulaire avaient 

montré des modifications conformationnelles des sous-classes IgGl et IgG2c 

lors du chauffage B 5 6 O  C ou aprés incubation B pH acide. Ces modifications 

étant localisées dans la partie Fc, on pouvait s'attendre B ce qu'une activité 

biologique exprimé par la partie Fc,' telle que l'affinité pour la protéine A de 

S.aureus, puisse être altérée. Les résultats de cette étude sont présentés 

dans le chapitre IV. 
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Abstnict-The binding of rat IgG subclasses: IgG 1. IgGlrt. IgG2b and fgG2c to staphylacoccal protein A 
has heen invcstigated by fractionation of monoclonül rat IgG or normal rat serum on protein A-Sepharose. 
Eluiion was perfonned by buffers of decwasing pH (from 9.0 to 3.0) or by sodium thiocyanate gradients 
(NaSCN) at pH 7.4. Dinérenccs in afîinity were found in part to be reiated to the subclass with the order: 
lgG2c > IgGl isG2b > IgG2a (the afîinity of IgGZb being very weak. and 1gG2a having no afinity for 
ptotein A). Diffmnces in affinity between monoclonal IgG2n werealsodemonstrdied. some being eluted at 
pH 4.0-3.0(or 1 M NaSCN) and othersat pH 6.0(or0.5 M NaSCN). Each monoclonal IgG1 also exhibited 
hcteropeneity with fractions eluted ai pH 8.0.7,O and 6.0. The elution pattern of IgG subclasses from normal 
rit serum wüs found to be in agreement with the results obtained from monodonal IgG. Pure igGl and 
lgG2c were recovered from rdt serum at pH 7.0 and.4.0-3.0 respectivdy. 

INTRODUaION 

Protein A, a ceIl wall component of most 
Stap11ylococ.cu.s aureus strains binds to the Fc 
portion of immunoglobulins (Forsgren & 
Sjoquist, 1966). This property has been found 
in immunoglobuiins of several mammalian 
species and kas proved to be a useful 
immunological procedure for analytical and 
preparative purposes [for review see Goding 
(197811. Studies with monoclonal proteins or 
normal serum have shown that some IgMs in 
humans (Kronvall & Frommel, 1970; Harboe & 
Folling. 1974; Lind et al., 1975). in mice 
(MacKenzie et al., 1978~) and in rats (Medgyesi 
et al., 1978) can bind protein A. Interaction 
between some monoclonal lgAs and protein A 
has alsg 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 subciasses has been defined. In 
human IgG, the interaction is limited to the 
IgGI, IgG2 and IgG4 subclasses (Kronvall & 
Williams, 1969). In the mouse, initial studies 
(Kronvall et al., 1970; Grey et al., 1971) showed 

that IgG2a. IgG2b and IgG3 but not IgG1 could 
bind protein A. However, more recently, a weak 
interaction between IgGl and protein 
ASepharose was found (Goding, 1976; 
MacKenzie et al., 19786). The use of thiocyanate 
gradients has permitted the isolation of pure 
IgGl from normal mouse semm (Chalon et al., 
1979). Pure mouse IgGl, IgG2a 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 IgGl and IgG2c subclasses but not 
IgG2a and IgG2b (Medgyesi et al., 1978). 
Previous reports (Goding, 1978) have shown that 
only a small amount of normal rat IgG can bind 
to protein ASepharose. In the present work, we 
have investigated the interaction between rat 
IgG subclasses and protein ASepharose, by the 
use of monoclonal rat IgG (Bazin et 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 IgGl and IgG2c from normal 
rat serum. 



J. ROUSSEAUX 4.1 ul. 

MATERIALS AND METHODS temperature (20-22°C). Monoclonal IgG 
(15 mg) or a precipitate of normal rat serum at 

Fat .sc#ruttr 40:; ammonium sulphate saturation (100 mg 
Normal rat serum was obtained from protein; 30-35 mg IgG) were applied to the 

randomly bred Wistar rats. column. The following elution procedures were 

Prepararion of rut ntonoclotral intntuttoglobi~1in.s 

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 IgG2b. that was 
transplanted in (LOU X OKA) F,  hybrids. 

Monoclonal igG2a and IgGl were isolated 
from ascites or sera of rats bearing tumors as 
descri-kd by Bazin et al. (1974). Monoclonal 
IgG2b IR 863 was isolated by chromatography 
of a precipitate at 4004 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 O. l M). 

Monoclonal IgG2c was isolated by precipitation 
at 40% ammonium sulphate saturation followed 
by chrornatography on CMcellulose (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 waseluted either with 
0.1 M (IR 1012. IR 759) or 0.2 M (IR 759. 1.R 
304) NaCi concentrations. 

Antisera 

Antisera to normal rat semm proteins were 
purchased from SEBIA (Issy-les-Moulineaux, 
France). Monospecific antisera were prepared as 
described previously (Bazin er al., 1974), except 
for the antiserum to the 7,-heavy chain, which 
was raised by immunizations of rabbits with 
purified Fc of monoclonal IgGl (IR 595) and 
absorbed with monoclonal IgGZa, IgG2b and 
IgG2ccovalently linked to Sepharose 4B (Porath 
er al., 1973). 

Protein A-Sepharose chromarography 

Staphylococcal protein A covalentty linked to 
Sepharose CL4B (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 1 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 

used: 
( 1 )  The column was eluted sequentially with 

PBS. pH 7.4 (60-70 ml), and with a linear- 
gradient from O 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 ml). PBS, pH 7.4(50 ml),and PBS, pH 7.4, 
containing 0.5 M NaSCN (50 ml) and i 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. 

Al1 the buffers contained sodium azide at 
0.02% concentration. 

Ininrunochemical assays 

Ouchterlony analyses and immunoelectro- 
phoretic assays were performed in 1% agarose 
gels containing 0.078 M sodium barbital buffer, 
pH 8.2. Single radial immunodiffusions were 
done as described by Mancini et al. (1965). The 
standard proteins were different to the proteins 
used for immunizations in order to avoid 
interference of idiotypic determinants. 

Pol~7acrj.lamide gel elecrroplioresis 

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 10% acrylamide gels. 

RESULTS 

Srudies 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 
a symmetrical shape. No more protein was eluted 



(major) of mol. wt 55,000 and the second (minor) 
of mol. wt 52.000. On the contrary, fractions 
retained on thc column at pH 8.0 have a heavy 
chain of mol. wt 55.000 only (Fig. 3). 

fgC2c. Chromatography of monoclonal 
lgG2c (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-7, antiserum but 
reacted positively with an anti-y,, antiserum and 
therefore corresponded to contaminated normal 
IgG2a in the preparations. IgG2c IR 304 was 
eluted at the end of the NaSCN (0-3 M) grad- 
ient (Na concentration 950-1050 m-equiv/l .). 
Stepwise elution with 0.5 and 1 M NaSCN 
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Fie. 1. Chromatography of mondoniil immunoglobulin 
IgG2b IR $63 i 15 mg) on protein A-Sepharose. (A)  Elution g OS 
with PBS. pH X.0. (81 Elution with BBS. pH 9.0. Flow rate: 15 ;- ml hr. Fractions 01' 5 ml were coliecied. 

O 

0.3 
n 
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either by a sodium thiocyanate gradient or by O.* - 
buffers of decreasing pH. 
. IgG2b. Monoclonal IgG2b(IR 863) waseluted 
from the column at pH 8.0 as a slightly retarded Elution Volume(ml) 
peak of an asymmetrical shape (Fig. l(A)]. 
Chromatosraphy at pH 9.0 showed elution of 
two unresolved peaks [Fig. l(BI]. These two 5 O. 
fractions gave the same pattern in PAGE-SDS. g o., 

lgG1. Chromatography of monoclonal 1s 1 u 
(IR 27.1 R 595) in PBS. pH 8.0. showed elution of 5 O.' 
a slightly retarded and asymmetric peak (Fig. 2). % 0.2 
Another peak was observed at the beginning of 4 0.1 

an NaSCX gradient from O to 3 M [Fig. 2(A)]. 
Stepwise elution with 0.5 and 1 M NaSCN led to 

Elution Volume (ml) 
the recovery of protein at the0.5 N but not at the 
1 M concentration [Fig. 2(B)]. The results were 
the same when chromatography was performed 0.0, 

at + 4'C or at room temperature, except that at z- o.4 
room temperature a small amount of material y 

C 

- pH 8.0 pl4 7.0 pH 
b 

was eluted at pH 7.4 With buffers of decreasing ? 
pH, elutioa of monoclonal 1gGl was obtained at 2 O.'- 

pH 8.0, 7.0 and 6.0 [Fig. 2(C)]. Al1 the fractions 4 0.1 - 
eluted from the column reacted positively with 
an anti-;a, antiserum when tested by Ouchterlony 

Elution Volume(ml) 
analysis. Polyacrylamide gel electrophoresis in 

Fi?. 2. Chromatography of monoclonal immunoglobulin 
SDS of the fractions reduced by *- lgGl IR 595 (15 mg) on protein ASepbarose. (A) Elution 
mercaptoethanol showed a different pattern with PBS. pH 8.0(70 ml), followed by a iinear gradient fromO ' 
between the fraction unretarded at pH 8.0 io 3 iW NaSCN (total volume: 300 mi). The shape of the 

gradient was monitored by determination of Na (fraction ') and the protein retained by the concentrations (msquiv/l.) in the coliected fractions. (B) 
column and eluted either by 0.5 M NaSCN or by Elution with PBS, PH 8.0 (70 ml). followed by PBS. pH 7.4 
buffers of pH 7.0 and 6.0. Fraction 1 showed an (50 mi). PBS, pH 7.4. containing 0.5 NaSCN (50 ml) and 

1 M NaSCN (50 ml). (C) Sequential elution with 0.14 iW Na- additional protein band t' the light and heav~  pH 8.0 and 7.0, and 0.1 M Nasiirate pH 6.0 
Chain bands, suggestinb partial proteolysis; two (30 ml of ,h buni,). Fîow rate: 15 ml/hr. Volume of 
bands of the heavy chain wete also observed: one collected fractions: 5 ml. 
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Fig. 3. Polyacrylamide gel electrophoresis in SDS t IO",, 
acrylamidel of monoclonal rat IgGI IR 595 rlutcd from 
protein A-Sepharose column. (A) [Refer to Fie. 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 Nacitrate. pH 6.0. Protein 
reduced by 2-mercaptoethanol (5" , ,  final concentration). 
Arrows indicate the position of heavy (H) and light (LI 

chains. 

showed ü peak at the 1 Mconcentration (Fig. 4). 
Additional protein was eluted h:!h 2 W NaSCN 
or with the transfer of the column frorn 4°C to 
roorn temperature. When more IgG2c (50 mg) 
than the usual amount (1 5 mg) wasapplied to the 
column, part of the protein waseluted with 0.5 M 
NaSCN. With buffers of decreasing pH, elution 
of IgG2c IR 304 was observed at pH 3.0 (Fig. 4). 

The two other monoclonal IgG2c gave 
sornewhat different results. IgG2c IR 1012 was 
eluted with 0.5 M NaSCN or with a buffer of 
pH 5.0. IgG2c IR 759 was eluted partly with 
0.5 M and partly with 1 M NaSCN (Fig. 4). 
PAGE-SDS analysis showed no obvious 
differences between the patterns of the fractions 
obtained from the three monodonal IgG2cs 
studied. 

Fractionarion oj normal rat IgG or nornral rat 
serwnt 

IgG2a isolated from normal rat serum by 
chromatography on DEAEcellulose was eluted 
at pH 8.0 from the protein ASepharose column. 
No more material was eluted either by increasing 

O 2 0 0  200 20 O 200 200 20 O 2 0 0  200 2 0  
Elution Volume (ml) 

Fig. 4. Chromatography of monoclonal immunoglobulins lgG2c 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. containing0.5 and 1 M NaSCN (volume ofeach buffer: 50 ml). (B) Sequential elution with 0.14 

M Na-phosphate. pH 8.0, 0.1 M Na-citrdte. pH 6.0 and 3.0 (volume of each buffer: 30 ml). 



Rat IgC 

NoSCN N o S C N  1 p H * O  5.7 0.5M 1 M 

Eluiion Volume (ml) 

Fig. 5. Elution ol' proteins from a precipitate at 4W,, 
ammonium sulphate süturütion of normal rat serum on 
protein A-Sepharo* column. The amount of material 
applicd wüs dctcrmineû hg Bii~Ri~d protein assay. Fiow 

rate: 15 ml hr. 

molarities of NaSCN or by buffers of decreasing 
PH. 

A precipitate of normal rat serum at 40", 
ammonium sulphate saturation (100 mg protein. 
35 mg 1,rGt was eluted ai 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. 5). 
Immunoelectrophoresis of the two peaks showed 
that the main peak (fraction 1) contained non 
immunoglobulin material in addition to IgA. 
IgM and 1gG2a. The second peak (fraction 2) 
contained IgG 1 and lgG2b but not IgM. IgA and 
IgG2a. 

Figure 6 shows the elution profile obtained by 
the use of increasing molarities of NaSCN (0.5 
and 1 Ml. Immunoelectrophoresic analysis 
showed that fractions eluted at 0.5 and 1 M 
NaSCN both contained lgGl and IgG2c. 
Quantitative analysis showed that the fraction 
eluted at 0.5 M NaSCN contained mainly IgG 1 
(about 80°,) and 20",, of IgG2c (see Fig. 6). On 

E lu t ion  Volume (ml) 

Fig. 6. Elution of proteins from a precipitaie at 40":, 
ammonium sulphate saturation of nomal rat serum on 
protein A-Sepharose column. Sequential elution with PBS, 
pH 8.0(70 ml), PBS. pH 7.4(50 ml). PBS. pH 7.4, containing 
0.5 .if NdCN (50 ml) and PBS. pH 7.4. containing 1 M 
NaSCN (50 ml). The levels of lgGl and IgG2c in fractions 3 
and 4 were determined by single radial immunodiffusion. 

IgG1 ----- A 

Elution Volume (ml) 

~mctio; 1 . 2 '  3 4 ' 5 ' 6 ' 
Fig. 7. Elution of proteins (100 mg) from a precipitate at 40"; 
ammonium sulphate saturation of normal rat serum on a 
protein ASepharosecolumn. Sequentiaielution with0.14 M 
Na-phosphate, pH 8.0 and 7.0. and 0.1 M Nacitrate. pH 6.0, 
5.0 and 4.0 (no protein was eluted by O. 1 M Nacitrate buffer 
of pH 3.0). Broken lines indicate theelution profile ofthe IgG 
subclasses (determined by rneasurement of the IgG 
concentration in eaçh of the collected fractions). Flow rate: 

15 mi, hr. 

Table 1. Immunoglobulin G content of fractionsobtained by chromatqraphy on protein A-Sepharose of a 40% ammonium 
sulphate precipiiate of normal rat serum. (elution by buffers of decreasing pHn) 

IgG l lgG2a , IgG2b IgG2c 
Fractionh PH (mg) (mg) (mg) (mg) 

I 8.0 0.50 10.70 N.D. N.D. 
2 8.0 2.4 1 0.50 2.22 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 5.0 0.39 . N.D. N.D. 0.27 
6 4.0 N.D. N.D. N.D. 1.80 

Total recovered (mg) 8.36 1 1.20 2.22 2.07 
Total applied (mg) 13.60 14.70 2.40 4.25 

" Ig levels determincd by radial immunodilfusion. 
Refer to Fig. 7. 

N.D.: Not detectablt: (less than 0.05 mg). 
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Fig. 8. Polyacrylamide gel dettrophoresis in SDS (7.S0,, 
acrylamide) of fractions from ü precipiiate at W,, 
ammonium sulphate saturation of normal rat serum. eluted 
from a protein A-Sepharosecolumn by buffers o f  d e c ~ d s i n g  
pH (refer to Fip. 7): 1-fraction I eluted at pH 8.0; 2- 
fraction 2 eluted at pH 8.0: 3-ïraction 4eluted ai pH 6.0: 4- 
fraction 6 eluted al pH 4.0. Proteins redueed by 2- 

mercaptoethanot (Su,, tinal 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 IgG1, IgGZa, IgG2b and 
IgG2c. Table 1 gives the quantitative analysis of 
IgG subclasses in the pooled fractions, The 
results indicate that IgG2b and part of IgG1 are 
eluted at pH 8.0 in the second peak. The fraction 
eluted at pH 7.0 contained only IgGl and the 
fraction eluted at pH 4.0 only IgG2c. 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 Lthains were 
observed in the other fractions. The ;.-heavy 
chain in fraction 1 has a mol. wt of 52,000, 
characteristic of IgGZa; 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 rdated to the subclass but also depends on 

many other faciors. As previously demonstrated 
by Medgyesi ct ut. (19781, out studies have shown 
thnt  both lgGl and IgG2c bind protein A. 
However, another subclass. IgGZb. was found 
slightly retarded at pH 8.0 or 9.0 on the protein 
A-Sepharose column and thereîore demon- 
strated a weak affinity for protein A. The use of 
buffers of decreasing pH or of incredsing 
molarities of NaSCN has also shown that 
monoclonal (or normal) igG2c has a greater 
afîinity for protein A than IgGI. However 
differences wjthin each of these two subclasses 
were found. Studies with monoclonal IgG2c 
showed that some proteins bind more strongly to 
protein A than others. This heterogeneity was 
also observed with the IgG2c molecules from 
normal rat serum: but, in the latter case, the 
IgG2c population having the strongest affinity 
fbr protein A seems to predominate. We have 
also noticed that monoclorrdl IgG2cs 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 
CMcellulose 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 IgGl 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 
IgGI. 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 et al. (1978) showed that a 
part of monoclonal IgG 1 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 
IgGl behavks exactly as IgG2b (i.e. slightly 
retarded at pH 8.0), whereas another part 
behaves as some IgG2c 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 materiil applied. For example. whcn 
large amounts of monoclonal 1gG2c IR 304 arc 
put on acolumn. part olthe protein iseiuted with 
0.5 M NaSCN. whereüs this is noi the case when 
lower amounts are used. The second pcak 
observed at pH 8.0 or 9.0 with normal rai IsG is 
only noticed when low amounis of protein (less 
than 100 mg) are applied to the coiumn. Similar 
results have been observed with mouse IgG 
(Chalon c.1 al.. 1979) and goat IgG (Delacrois & 
Vaefman. 1979: Duhamel et ((1.. 1980). 

In conclusion. the interaction between wt IgG 
and protein A is not entirely subclass-specitic. 
However. our studies have shown that it is 
possible to isolate pure lgGl and lgG2c from 
normal rat serum. the best procedure being the 
use of bulTers of decreasing pH. Only lgGl is 
eluted at pH 7.0 and only IgG2c at pH 4.0-3.0. 
Partial puritication of lgG2b can also be 
achieved by elution at pH 8.0 or better at pH 9.0. 
However, such a puritication can only be 
obtained with no more than 100 mg of protein 

. from a precipitate at 40",, ammonium suiphate 
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 particulièrement 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 façon consi- 

dérable ces dernières années. Cette affinité se limite à certaines sous-classes 

dfIgG, comme l'ont montré les études réalisées chez l'Homme et dans diverses 

espèces animales (première partie, Chapitre III). Parmi les sous-classes qui 

se lient A la protéine A, des différences d'affinité ont également été mises en 

évidence. Ceci présente le grand intérêt de rendre possible la purification 

d'anticorps appartenant à une seule sous-classe parmi une population hété- 

rogène. Chez le Rat, l'étude de l'interaction entre protéine A et sous-classes 

dlIgG, présentait également l'intérêt 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 dlIgG du Rat pour la 

protéine A. GODING (1978) montrait que la très grande majorité des IgG du 

sérum de Rat ne se fixe pas sur une colonne de protéine A-Sépharose à 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 

l'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 dlIgG 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 rôle joué par la dénaturation des IgG sur l'interaction avec la 

protéine A a également été étudié. 



A - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

Le détail des méthodes utilisées est indiqué dans la publication no 8. 

Nous rappelons ici briévement les différents procédés employés pour analyser 

l'interaction entre IgG du Rat et protéine A. La chromatographie sur  pro- 

téine A-Sépharose (Pharmacia) a été effectuée habituellement B + 4 O  C .  

Environ 15 m g  dfIgG 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 à 40 % de 

saturation, 100 mg de protéine, soit environ 30 à 35 mg dlIgG, ont été 

appliqués. Dans le cas où un sérum (ou une ascite) ont été déposés direc- 

tement sur la colonne, le volume de sérum (ou d'ascite) était 1 m l  à 1,5 ml. 

Trois protocoles d'élution ont été utirisés : 

l0 La colonne est lavée par 60 - 70 ml de tampon phosphate 0,01 M y  NaCl 

0,15 M (sérum physiologique tamponné), pH 8 puis un gradient de thio- 

cyanate de sodium (NsSCN) de O à 3 M (volume total 300 ml) est 

appliqué. 

Z0 L'élution est réalisée successivement par du sérum physiologique tamponné 

de pH 8 (70 ml), puis de pH 7 , 4  (50 ml), puis le même tampon contenant 

du thiocyanate de sodium (NaSCN) 0,5 M et 1 M (50 m l  de chaque). 

3O L1élution est réalisée successivement pour les tampons : phosphate de 

sodium 0,14 M y  pH 8 (40 ml) et pH 7 (35 ml) ; citrate de sodium 0 , l  M 

de pH 6 ; 5 ; 4 et 3 (35 m l  de chaque tampon). 

Dans certaines expériences, la colonne a été équilibrée par du tampon 

borate de sodium 0,01 M y  NaCl 0,15 M de pH 9 et llélution réalisée par ce 

même tampon. 

B - AFFINITE DES IgG MONOCLONALES POUR LA PROTEINE A 

La chromatographie de différentes IgG2a monoclonales (IR 33, IR 418, 

IR 530) sur protéine A-Sépharose à pH 8, met en évidence un seul pic de 



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 à 3). 

L11gG2b monoclonale IR 863 est éluée B pH 8,O sous forme d'un pic 

légèrement retardé et de forme asymétrique (voir la figure 1 de Ifarticle no 

8, page 215). La chromatographie à pH 9,O met en évidence deux pics 

incompléternent séparés. Ces deux fractions ont le même comportement en 

électrophorèse en acrylamide-SDS. Elles donnent une réaction d'identité totale 

avec un antisérum anti-IgG (résultats non présentés). 

3. IgGl (voir la figure no 2 de l'article no 8) 

La chromatographie de différentes IgGl monoclonales purifiées (IR 27, 

IR 595, IR 766), Q p H  8, met en évidence un pic légèrement retardé et 

asymétrique. Un autre pic est observé au début d'un gradient à NaSCN O à 

3 M (voir la figure 2 A ) .  L'élution successive avec du NaSCN 0,5 M et 1 M 

aboutit à une récupération de la protéine à la concentration 0,5 M, mais pas 

B la concentration 1 M (voir la figure 2 B). Ces résultats obtenus sont 

similaires si llélution est effectuée B + 4 O  C ou à la température ambiante, 

excepté qu'à température ambiante, une partie de la protéine est éluée à pH 

7,4.  Avec des tampons de pH décroissants, llélution des IgGl monoclonales 

est obtenu à pH 8, 7 et 6 (voir figure 2 C) .  Le pourcentage de protéine 

éluée B pH 8 et 7 peut être très variable, et ceci pour une même IgGl 

monoclonale. Dans certains cas, la quantité éluée B pH 8 peut être très 

faible, et on peut observer l'absence de matériel protéique élué à pH 7. Dans 

d'autre cas, le matériel élué A pH 8 peut être très important. Toutes les 

fractions donnent un arc de précipitation en immunoélectrophorèse avec un 
l 
I 

antisérum anti-IgG (chaînes lourdes + chaînes légères). Elles réagissent avec 

un antisérum anti-Y 1 et ne donnent pas de précipitation avec un antisérum 

anti- Y 2a. L'électrophorèse en gel dlacrylamide SDS montre pour les fractions 

éluées à pH 8 en présence de bandes supplémentaires aux chaînes lourdes et 
I 

légères, suggérant une protéolyse partielle de la protéine (figure 3 de 

l'article no 8, page 216). 



La figure 48 montre les profils dlélution obtenus lorsqu'une ascite 

contenant un anticorps monoclonal IgGl Q activité anti-DNP est chromato- 

graphiée sur protéine A-Sépharose. On observe que l'anticorps monoclonal 

IgGl est élué ; d'une part, Q pH 8 sous forme d'un deuxième pic, qui suit 

un premier pic où se trouvent les autres protéines de l'ascite ; d'autre part 

B pH 6. 

La chromatographie de différentes IgG2c monoclonales (IR 304, IR 759, 

IR 1012) met en évidence un pic non retenu Q pH 8 (voir la figure 4 de 

l'article no 8, page 216). Ce matériel ne réagit pas avec un antisérum anti- 

Y2c, mais réagit avec un antisérum anti- Y2a. Ceci suggère qu'il correspond 

à de 111gG2a contaminant la préparation d11gG2c. L11gG2c IR 304 est éluée Q 

la fin d'un gradient de NaSCN O 3 M. Lorsque llélution est réalisée succes- 

sivement par le NaSCN 0,5 M et le NaSCN M, l'IR 304 est éluée par la concen- 

tration 1 M. Avec des tampons de pH décroissant, l'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 111gG2c 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. LIIR 1012 est éluée par le NaSCN 0,5 M ou un tampon de pH 6 

(voir figure 4 de l'article no 8, page 216). LIIR 759 est éluée en partie avec 

du NaSCN 0,5 M et en partie avec du NaSCN M. L'analyse par électrophorèse 

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 dlIgG du sérum de Rat pour la protéine A a 

été étudiée de deux façons différentes : 
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Figure 48. - Elut ion d r  une as  c i t e  contenant un ant icorps  monoclonal 

IgGl B a c t i v i t é  anti-DNP s u r  colonne de p ro té ine  A-Sépharose (6 ml). 

L ' a c t i v i t é  anti-DNP a é té  recherchée pa r  inmunodiffusion double en 

gélose avec comme ant igène l a  sérunalbumine bovine d i n i t r o ~ h é n y l é e  

(DNP48-BSA, Calbiochem) . Elut ions  successives p a r  l e s  tampons phos- 

phate de Na 0 , O 1  M, N a C l  0,15 M, pH 8 ; c i t r a t e  de Na 0 , l  M, pH 6 

e t  pH 3 ( d é b i t  : 15 ml/h ; volume des f r a c t i o n s  : 3 ml). 



- certaines sous-classes df 1 gG purifiées totalement ou partiellement par 

chromatographie d'échange ionique sur DEAE-Cellulose ont été chromato- 

graphiees sur colonne de protéine A-Sépharose ; 

- le sérum de Rat, ou un précipité de ce sérum par le sulfate d'ammonium h 

40 8 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 dliin précipité du sérum de Rat 

par le sulfate d'ammonium il 40 8 permet de séparer certaines sous-classes 

d91gG : 

- 111gG2a est 61uée 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 111) est éluée par le tampon phosphate de sodium 

0,01 M ,  pH 7,8,  

- les fractions éluées par ks tampons phosphate 0,05 M et 0 , l  M contiennent 

essentiellement de lfIgG2a et de lfIgG1. 

Ces différentes fractions ont été chromatographiées sur  colonne de protéine 

A- Sép harose. 

L11gG2a n'est pas retenue sur  la colonne il 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 à pH 8. Ce 

premier pic contient IgG2a et IgG2b, le second ne contient que de 111gG2b, 

comme le montrent les dosages effectuds par immunodiffusion radiale. Une 

quantité très faible est eluée par des tampons de pH décroissant (élution à 

pH 3 ) .  
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Figure 49 .- Chromatographie sur protéine A-Sépharose d' une fraction du 

sérum de Rat contenant de l'IgG2a e t  de 111gG2b (fraction éluée par l e  

phosphate de sodium @ , O 1  M, pH 7 , 8  d'une colonne de DEAE-Cellulose) . 
Les courbes en point i l lés  représentent l e s  dosages des sous-classes 

IgG2a e t  IgG2b par iramunodiffusion radiale (-.-a-, IgG2a ; -O-O-, IgG2b). 



Une fraction contenant IgGl et lgG2a a été chromatographiée sur pro- 

téine A-Sépharose, L1élution par des tampons de pH 8 B 3 est présentée dans 

la figure 50. LtlgG2a est éluée B pH 8 alors que llIgG1 est éluée B pH 7 et 

6. 

2. CHROMATOGRAPHIE DU SERUM DE RAT SUR PROTEINE 

A-SEPHAROSE 

La figure 5 de l'article no 8 montre le profil dlélution obtenu B pH 8 et 

pH 9, par chromatographie sur protéine A-Sépharose d'un précipité du sérum 

de Rat par le sulfate d'ammonium B 40 % de saturation. Un pic majeur suivi 

d'un épanchement sont observés B pH 8. Cet épau.lement se transforme en un 

deuxième pic si l1on dépose moins de protéifie sur la colonne (25 mg au lieu 

de 100 mg) et si llélution est réalisée A pH 9. Le contrôle du premier pic par 

immunoélectrophorèse met en évidence des protéines autres que les immuno- 

globulines ainsi que de I1IgG2a, de l11gM et de ltIgA. Le second pic contient 

de llIgG1, de ltIgG2b mais ne contient pas d11gG2a, dtIgA et dlIgM. 

Le profil dtélution obtenu par llutilisation de molarités de NaSCN 0,5 M 

et 1 M est présenté dans la figure 6 de l'article no 8. Les deux fractions 

contiennent I g G l  et IgG2c comme le montrent les contrdles en immunoélectro- 

phorèse (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 1'IgGl (environ 80 %) alors que la fraction éluée 

par le NaSCN 1 M contient presque exclusivement de 111gG2c. 

La figure 51 présente le profil dlélution obtenu par des tampons de pH 

décroissants (8 B 3). L'analyse quantitative des fractions collectées montre 

que 111gG2a est éluée h p H  8 dès son premier pic ; 111gG2b et llIgG1 sont 

éluées également B p H  8 mais dans un deuxième pic. Une autre partie de 

llIgG1 est éluée B pH 7 et A pH 6. L11gG2c est éluée essentiellement èi pH 4. 

Deux remarques importantes sont B faire sur ces résultats : 

- La proportion dlIgG1 éluée à pH 8 peut être très variable selon les chroma- 

tographies. Il en est de même pour les fractions obtenues à pH 7 et 6. 

- Une quantité faible dtIgG2c peut être éluée à pH 6. 
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Figure 50. - Chromatographie s u r  p ro té ine  A-Sépharose (colonne de 

6 ml) d'une f r a c t i o n  du sérum de Rat (20 mg de p ro té ine )  contenant 

de l 'IgG2a e t  de l 'IgG1 ( f r a c t i o n  élu& par  l e  tampon phosphate 

de Na 0,O5 M, pH 7,8 d'une colonne de DEAE-Cellulose). E lu t ion  par  

l e s  tampons phosphate de Na 0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 8 ; phosphate 

de Na 0,14 M, pH 7 ; c i t r a t e  de Na 0,I M, pH 6 .  La p a r t i e  i n f é r i e u r e  

de l a  f i g u r e  r ep résen te  l e s  dosages d'IgG1 (m) e t  d'IgG2a (1) 
dans l e s  f r a c t i o n s  1, 2 e t  3 (dosages p a r  i m u n o d i f f u s i o n  r a d i a l e ) .  



Figure 51 .- P r o f i l  d 'Glution obtenu pa r  chromatographie s u r  p r o t é i n e  A- 

Sépharose (colonne de 6 ml) d'un p r é c i p i t é  du sérum de .Rat p a r  l e  s u l f a t e  

d'ammonium à 40 % de s a t u r a t i o n  ( 100 mg). Les courbes en p o i n t i l l é s  repré- 

s e n t e n t  l e s  taux des  d i f f é r e n t e s  sous-classes d é t e m i n é s  p a r  immunodiffu- 

s ion  r a d i a l e .  -@-O-, IgG2a ; -O-O-, IgG2b ; -A-A-, IpGl ; -A-A-, IgG2c 



Des résultats similaires sont obtenus si l'on applique sur la colonne de 

protéine A-Sépharose le sérum de rat, équilibré B pH 8 (et non un précipité 
l par le sulfate d'ammonium B 40 % de saturation). 

3. PROTOCOLE DE PREPARATION DES SOUS-CLASSES DIIGa: 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- 
l 
I 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 IgGZc (élution B pH 4). Par chromatographie sur  protéine ASépharose, 

on ne pouvait B l'inverse purifier les sous-classes IgG2a et IgG2b. La sous- 

classe IgG2a est facilement purifiée du sérum par chromatographie sur DEAE- 
l Cellulose (élution par le phosphate de sodium 0,005 M ,  pH 7,8). La difficulté 

résidait dans la purification de 111gG2b. Celle-ci peut être complètement 

purifiée en utilisant deux chromatographies successives : la premiére sur  

protéine A-Sépharose permet d'obtenir B pH 8 une fraction contenant IgGl et 

IgG2b. La chromatographie de cette fraction sur DEAE-Cellulose et  llélution 

par les tampons phosphate 0,005 M ; 0,01 M ; 0,05 M,  pH 7,8, permet 

d'obtenir 111gG2b purifiée B la molarité 0,01 M (figure 52). 

La figure 53 résume de façon schématique le protocole de fractionnement 

des sous-classes dlIgG du sérum de Rat utilisant la chromatographie su r  

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 dlIgG monoclonales ou dlIgG du sérum sur  

protéine A-Sépharose, nous avons observé pour les sous-classes IgGl e t  

IgG2c des résultats indiquant une affinité variable. Par exemple, la même 

IgGl monoclonale peut être éluée soit principalement B pH 8 soit à pH 6. De 

même, certaines préparations d11gG2c IR 304 étaient éluées de la colonne de 

protéine A-Sépharose B pH 8 et 6 alors qu'habituellement, I1élution s'effectue 

à pH 3. Ces variations dans les résultats obtenus pouvaient être liées B 
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Figure 52.- Chromatographie s u r  DEAE-Cellulose (colonne 2 x 15 cm, 

déb i t  : 20 mllh ; volume des f r a c t i ons  : 5 ml) de l a  2ème f r ac t i on  . 
obtenue pa r  chromatographie s u r  p ro té ine  A-Sépharose du sérum de Rat 

à pH 8 ( f r a c t i o n  contenant IgGl e t  IgGZb, v o i r  l a  f igure  51). 

Elution p a r  l e s  tampons phosphate de Na 0,005 M, 0,O 1 M e t  0,05 M, 

pH 7,8. La p a r t i e  i n f é r i eu r e  de l a  f igure  représente  l e  dosage des 

sous-classes IgGl (a) e t  IgG2b (a) par  immunodiffusion rad ia le .  
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SERUM DE RAT 

DEAE-Cellulose P r o t é i n e  A-Sépharose 

1 
Phosphate 0 , 0 0 5  M 

PH 7 ~ 8  ( f r a c t i o n  2 )  

IgGZa IgGl + IgG2b pH 6 

1 
IgGl 

PH 3 
IgG2c 

DEAE-Ce l l u l o s e  

Phosphate 0,01 M Phosphate  0,05 M 

PH 7,8 PH 7,8 
IgG2b IgGl 

Figure 53.-  Schéma résumant l e  protocole de fractionnement 

des sous-classes d ' I g ~  du Rat ut i l i sant  la  chromatographie 

sur DEAE-Cellulose e t  l a  chromatographie sur protaine A- 

Sépharose. 



l'existence de molécules pmtéalysées ; en effet, il a été montré que l'affinité 

des IgG pour la protéine A nécessite l'intégrité structurale de la partie Fc 

(voir première partie, Chapitre III). Les résultats obtenus pour les IgGl 

monoclonales indiquaient la présence de molécules protéolysées dans la frac- 

tion élude B pH 8. Cependant les IgG protéolysées ne représentaient qu'une 

faible proportion de llIgG non retenue à pH 8. 

Une autre application pouvait être que des modifications conformation- 

nelles des IgG liées à la dénaturation lors de leur préparation altèrent 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 à la déna- 

turation thermique et par le pH acide et que les modifications conformation- 

nelles étaient localisées dans le Fc. Cela nous a incité à rechercher si ces 

modifications pouvaient perturber l'interaction avec la protéine A. 

1. AFFINITE POUR LA PROTEINE A dlIgG1 ET D11gG2c CHAUFFEES A 

56O C 

Aprés chauffage B 56O C pendant 2 heures de 111gG2c monoclonale IR 

304, on observe une proportion beaucoup plus importante de protéine éluée B 
pH 8 que pour 111gG2c non chauffée (figure 54). Des résultats similaires ont 

été notés pour llIgG1 IR 766. Ceci suggère donc que la dénaturation résul- 

tant du chauffage à 56O C aboutit B la formation de molécules ayant perdu 

leur affinité pour la protéine A. Le chauffage à 56O C induisant la formation 

de polymères de llIgG (voir Chapitre III), on peut penser que ce sont les 

polyméres ou agrégats qui ont perdu leur affinité pour la protéine A. 

2. AFFINITE POUR LA PROTEINE A DIIgG RENATUREES APRES 

INCUBATION A pH ACIDE (pH 2,8) 

LIIgG1 monoclonale IR 766 et 111gG2c IR 304 ont été incubées à pH 2,8 

(16 heures à 4 O  C) puis dialysées contre le tampon phosphate de sodium 0,14 

M de pH 8. La chromatographie sur protéine A-Sépharose de llIgG ainsi 

traitée montre que la totalité est éluée Q pH 8 (figure 55). Nous avons pu 

vérifier que cette perte d'affinité pour la protéine A n'est pas liée à une 

protéolyse llspontanéell de la molécule. Ainsi llacidification à pH 2,8 qui 
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Figure 54 .- Chromatographie sur protéine A-Sgpharose 

(colonne de 6 ml) de lfIgG2c monoclonale IR 304 (10 mg) 

native (A) ou chauffée 2 56' c pendant 2 h (B) . 
Elution par l e s  tampons phosphate 0,O 1 M, NaCl 0,15 M ,  

pH 8 ; citrate de Na 0 , l  M, pH 6 e t  3 .  
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Figure 55 .- Chromatographie sur protéine A-Sépharose 

(colonne de 6 ml) de 1 ' 1 g ~ 1  monoclonale IR 766 native 

(A) e t  d'IgG1 I R  766 préalablement acidif iée  B pH 2,8, 

puis rééquilibrée contre l e  tampon phosphate de Na 0,14 M ,  

PH 8 0) .  



modifie les contacts entre domaines C Y 2 et C Y 3 (STEWART et STANWORTH, 

1975 ; STEWART et al., 1977), même après renaturation B pH neutre, fait 

disparaître 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 B l'interface entre les domaines 

C Y 2 et C Y 3 (voir première 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 entre 1gG du Rat et protéine A 

de S.aureus est en partie liée B la nature de la sous-classe m a i s  dépend 

aussi de plusieurs autres facteurs. Deux sous-classes IgGl et IgG2c se lient 

à la protéine A. Ces résultats sont en accord avec ceux de MEDGYESI et 

al. (1978). L'affinité de ltIgG1 et de ltIgG2c de Rat ressemble B celle de 

llIgG1 et de l1IgG3 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 B pH 6 ; IgG2c et IgG3 sont Aluées par un tampon de 

pH 4. Ces résultats suggérent 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 B l'hydrolyse par la papaïne (voir deuxième partie, 

Chapitre 1, 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 façon préférentielle en 

réponse aux antigdnes 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., 1974J ; elles présentent des communautés anti- 

géniques (NAHM et al., 1980) et sont produites en réponse aux antigènes 

thymo-indépendants de type 2 (PERLMUTTER et al., 1978 ; SLACK et al., 

1980 ; DER BALIAN et al., 1980). 



Une autre sous-classe, 111gG2b présente également une affinité faible 

pour la protéine A. En effet, elle est retardee d'une colonne de protéine 

A-Sépharose B pH 8 ou à pH 9. D'autres auteurs ont également rapporté 

l'existence d'une affinité de lTIgG2b pour la protéine A (MEDGYESI et al., 

1980 ; NILSSON et al., 1982). Cependant, les résultats obtenus par ces 

auteurs indiquent qu'une partie de ltlgG2b est éluée soit B pH 7 et 6 - 
(NILSSON et al., 1982), soit & p H  6 (MEDGYESI et al., 1980), d'une colonne 

de protéine A-Sépharose. Nous n'avons pu mettre en évidence une telle 

affinité. N i  une IgG2b monoclonale (IR 863), ni une fraction du sérum con- 

tenant de 111gG2a et de 111gG2b, ne sont capables de se fixer sur une 

colonne de protéine A-Sépharose à pH 8. De même, le fractionnnement des 

IgG du sérum sur protéine A-Sépharose ne montre l'existence de l1IgG2b que 

dans la fraction éluée à pH 8. Comment expliquer cette discordance entre nos 

résultats et ceux d'autres auteurs ? Une premiére explication pouvait être 

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 B la nature de 

ltallotype. Cependant les résultats de NILSSON et al. ont été également 

obtenus avec des IgG de Rat LOUIWsl (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 première chromatographie du sérum sur protéine A- 

Sépharose. Le matériel non retenu B 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 h nouveau fractionnée sur protéine A- 

Sépharose ; une partie de 111gG2b est éluée & pH 7 et 6. Il est possible que 

ce protocole sélectionne une sous-population d11gG2b ayant une affinité plus 

grande pour la protéine A. Enfin, il n'est pas exclu de penser que l1identi- 

fication de ltIgG2b étant réalisée par ces auteurs h l'aide dlantisérums spé- 

cifiques de sous-classe, une réactivité faible de llantisérum anti- Y2b pour la 

sous-classe IgGl pourrait entraîner 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 l'analyse de 

ses caractéristiques immunochimiques , c'est-à-dire, par exemple, pour 



ltIgG2b : le poids moléculaire de la chaîne lourde (55 000 daltons), la sensi- 

bilité Q la protéolyse trypsique et B la protéolyse par la protéase V8 de 

S.aureus, propriétés qui la distinguent sans ambiguité des autres sous- 

classes dfIgG (voir le chapitre 1 de cette deuxième partie). 

Notre étude a également montré que la sous-classe IgG2c présente une 

plus grande affinité pour la protéine A que lVIgG1. Ceci rend possible la 

séparation de ces deux sous-classes B partir du sérum de kat. Cependant, 

au sein de chacune de ces sous-classes, une hétérogénéité d'affinité a été 

démontrée. Dans le cas de lrIgG2c, des différences d'affinité selon l'immuno- 

globuline monoclonale ont été observees ; l'affinité pour la protéine A semble 

progresser dans l'ordre du caractère basique de ltIgG2c monoclonale ; en 

effet, 111gG2c la plus basique, l'IR 304 se lie la plus fortement à la protéine 

A. Nous n'avons pas établi actuellement si les différences observées pour les 

IgG2c monoclonales sont dues Q des différences d'affinité de la partie Fc ou B 
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 deuxième pic Q pH 8. Des résultats similaires ont été 

rapportés pour les IgG de Souris (CHALON et al., 1979) et les IgG de 

Chèvre (DELACROIX et VAERMAN , 1979). 

Enfin, le point le plus important et le plus critique réside dans la 

possibilité de variations des résultats pour une même IgG monoclonale (IgG1 
ou IgG2c). L'existence d'une proportion variable dlIgG ne se liant pas B la 

protéine A dans une préparation dfIgG1 ou dfIgG2c tient probablement à 

l'existence ou non d'une dénaturation de la molécule. En effet, nous avons 

pu montrer que les traitements dénaturants comme le chauffage Q 5 6 O  C ou 

l'acidification modifient significativement l'affinité pour la protéine A des IgGl 

et IgG2c monoclonales. Ceci suggère que la fraction ne se liant pas à la 

protéine A dans une préparation dfIgGl ou dtIgG2c correspond 2i des molé- 

cules dénaturées. S'agit-il de formes polymérisées de 1'IgG dans lesquelles 

les sites de liaison sont masqués ? Ou de moiécules dans lesquelles la confor- 

mation des domaines CY 2 et C Y 3, et plus particulièrement les contacts entre 

C Y 2 et C Y 3, sont altérés ? Nous espérons pouvoir le définir dans un 

proche avenir. 



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 l'utiliser en association avec la chromatographie 

d'échange ionique sur DEAE-Cellulose pour purifier toutes les sous-classes 

dfIgG du sérum de Rat. 



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 



Le but principal de notre travail était de définir les caractéristiques 

immunochimiques des sous-classes dlIgG 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 dlIgG qui rendent possible leur identification : plus 

particulièrement le poids moléculaire de leurs chaînes lourdes y , et leur 

comportement vis-à-vis de l'action de divers enzymes protéolytiques. La 

sensibilité (ou la résistance) à la protéolyse enzymatique peut varier selon la 

sous-classe et selon l'enzyme utilisé ; les fragments obtenus peuvent égale- 

ment être différents. Ces propriétés permettent un typage chimique des 

sous-classes dlIgG du Rat, qui peut être très utile pour compléter l1identi- 

fication réalisée à l'aide dlantisérums 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(abl)g, 

F(abf ) , Fc , pFcf principalement. Ces conditions, qui peuvent varier signifi- 

cativement selon la sous-classe, sont très importantes à connaître si l'on veut 

préparer avec le meilleur rendement ces fragments, principalement Fab et 

F(abl) 2 ,  à partir d'anticorps monoclonaux de Rat. 

A lloccasion de cette étude, nous avons pu observer l'existence d'une 

fragmentation tout à fait inhabituelle des immunoglobulines IgG 1 et IgG2a par 

la trypsine. Les fragments obtenus, identifiés, l'un au domaine variable VH, 

l'autre à llIgG dépourvue de ses domaines VH, n'ont pas été décrits dans les 

études réalisées sur les IgG d'autres espèces animales (sauf exceptionnel- 

lement sur quelques IgG monoclonales humaines). Ce clivage trypsique per- 

met donc la préparation aisée d'un fragment correspondant au domaine varia- 

ble VH à partir dlimmunoglobulines monoclonales IgGl ou IgG2a. L'une des 

perspectives de ce travail pourrait être l'étude structurale de domaines 

variables VH provenant d'anticorps monoclonaux de spécificité connue (par 

exemple anti-DNP), afin de définir dans le modèle expérimental du rat les 

bases structurales de la spécificité anticorps ainsi que celle de l'expression 

des déterminants idiotypiques . 



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 dlIgG. La dénaturation thermique 

semble être liée & la formation de polymères de IIIgG. Les modifications 

observées sont localisées dans la partie Fc de la molécule. La dénaturation 

des sous-classes IgGl et IgG2c affecte l'expression d'une activité biologique, 

l'affinité pour la protéine A de S. aureus. 

L'étude de l'interaction entre sous-classes dlIgG du Rat et protéine A 

de S. aureus a montré l'existence de différences d'affinité liées h la sous- 

classe : 111gG2c a la plus forte affinité ; llIgG1 une affinité plus faible. Une 

très faible réactivité de la sous-classe IgG2b a également été mise en évi- 

dence. Ces différences permettent l1isolement 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 B des différences d1af- 

finité entre IgG monoclonales d'une même sous-classe, soit même B l'existence 

de plusieurs fractions d'affinités différentes au sein d'une préparation dlIgG 

monoclonale. Cette dernière éventualité pourrait expliquer les variations dans 

les résultats obtenus par chromatographie sur  protéine A-Sépharose. L1exis- 

tence d'une dénaturation partielle de la molécule dlIgG semble llexplication la 

plus vraisemblable pour rendre compte de cette hétérogénéité d'affinité 

observée au sein d'une préparation dlIgG monoclonale. 

Un certain nombre de point de notre travail pourrait être complété et 

représente donc les perspectives possibles llQ court terme1'. Tout d'abord, le 

mécanisme de la résistance ii la protéolyse enzymatique n'a pas été clairement 

élucidé. Dans le cas des enzymes n'agissant que sur un nombre très limité 

de résidus d'acides aminés (trypsine, protéase V8 de S. aureus), l'absence 

de clivage dans la région charnière de llIgG peut s'expliquer par l'absence 

d'un résidu d'acide aminé susceptible d'être clivé par l'enzyme. Dans le cas 



de la papaïne, llaccessibilité de la région charnière B la protéolyse semble 

être le facteur limitant l'action de l'enzyme. Nous avons évoqué la possibilité 

que la longueur de la région charnière détermine la plus ou moins grande 

sensibilité B la protéolyse par la papaïne. Il serait donc nécessaire, pour 

comprendre le mécanisme d'action des différents enzymes protéolytiques, de 

déterminer la structure primaire de la région charnière des différentes 

sous-classes dlIgG. 

Un autre point qui pourrait être développé, serait d'étudier si la résis- 

tance la protéolyse enzymatique liée Q Ifaccessibilité de la région charnière, 

telle qu'elle a été décrite pour l'action de la papaïne, se retrouve pour 

d'autres enzymes, en particulier les protéases bactériennes. ~n effet, le 

clivage de llIgG dans la région charnière représente une inactivation de la 

molécule, et dans ce sens, la résistance d'une sous-classe dlIgG Q la protéo- 

lyse enzymatique permettrait de conserver des molécules llactivesll, par 

exemple lors d'une infection bactérienne. C'est ce qu'ont suggéré TORANO et 

PUTNAM (1978) pour les sous-classes dlIgA humaines, IgAl et IGA2 : leur 

existence pourrait être liée au fait que l'une, IgAl, est résistante 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 être avantageusement remplacées par la méthode préconisée par BAZIN 

et al. (19842 pour l'isolement des IgG de Rat, qui consiste à utiliser des 
9c 

immunoadsorbants fabriqués à partir d'anticorps monoclonaux de Souris 

anti-chaînes legères Kappa de Rat. Ces immunoadsorbants ont l'avantage 

d'une très grande capacité et permettent l'isolement à une seule étape de 

llIgG monoclonale avec un rendement très élevé. Il pourrait être utilisé pour 

la purification des fragments Fab, F(abl)Z et F(abl), et il est très vraisem- 

blable que le rendement serait nettement meilleur que celui des techniques 

'lc~nventionnelle~ll . 



Nous avons pu montrer que certaines sous-classes sont plus particuliè- 
rement sensibles Q la dénaturation thermique et qu'elles forment des poly- 

mères lors du chauffage B 56O C. Ceci entraîne 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 polymères liée au chauffage. Un autre point nous parait 

également susceptible d'être absorbé B la lumière de ces résultats. Il s'agit 

de la relation entre l'aptitude Q former des polymères et  la vitesse de cata- 

bolisme. Il existe en effet chez l'Homme et dans diverses espèces animales 

des différences de vitesse de catabolisme entre sous-classes dlIgG. C'est 

ainsi que 111gG3 humaine est catabolisée beaucoup plus rapidement que les 

autres sous-classes dlIgG. De même, llIgG1 du Rat présente une vitesse de 

catabolisme deux B trois fois plus grande que 111gG2a (PEPPARD et ORLANS, 

1980). Les mécanismes moléculaires qui pourraient expliquer ces différences 

ne sont pas clairement établis. Le rôle joué par des différences structurales 

localisées dans la partie Fc n'est pas évident, puisque, par exemple chez 

l'Homme, les Fc des quatre sous-classes dlIgG sont catabolisés à la même 

vitesse. On pourrait suggérer l'hypothèse selon laquelle l'aptitude plus ou 

moins grande A former des agrégats en solution pourrait expliquer des 

différences dans la vitesse de catabolisme, les molécules agrégées étant plus 

rapidement catabolisées que llimmunoglobuline monomère. Il faut en ce sens 

noter que la tendance Q former facilement des agrégats en solution est une 

propriété bien connue de l'IgG3 humaine. 

Nous avons pu montrer qu'il existe des différences d'affinité pour ln 

protéine A de S. aureus, liées B la sous-classe dlIgG, ainsi que l'existence 

d'une hétérogénéité d'affinité au sein de certaines sous-classes. Cette étude 

pourrait être 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 Y 2 et C Y 3 sont 

impliqués dans la liaison à la protéine A ,  m a i s  qu'un résidu d'histidine du 

domaine C Y 3 est essentiel pour que l'affinité soit maintenue. Il serait donc 

intéressant 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 



IgG2a et IgG2b. Enfin, l'origine des différences d'affinité pour la protéine 

A ,  observées pour des IgG monoclonales de sous-classe IgGBc, serait à 

rechercher, en analysant si ces différences correspondent B des différences 

d'affinité du Fc ou A l'existence d'une réactivité de la partie Fab de la 

molécule. 
9 

Quelles sont les perspectives possibles de ce travail A plus long terme ? 

Deux points nous paraissent les plus intéressants : 

- Il existe depuis quelques années un regain considérable d'intérêt pour les 

sous-classes dlIgG lié B la découverte que leur synthèse est différemment 

sollicitée suivant la nature de llantig.ène 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 synthèse des sous- 

classes sont liées A l'existence de sous-populations de lymphocytes B, corres- 

pondant vraisemblablement A 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 

aï., 1982 ; MOND, 1982 ; ROSENBERG, 1982 ; SCHER, 1982 ; SINGER et 

al., 1982 ; KUNG et PAUL, 1983). 11 a également été suggéré que le réper- 

toire de gènes variables VH pourrait être différent selon la sous-population 

de lymphocytes B ,  ce qui expliquerait pour certaines d'entre elles leur 

réponse limitée A certaines catégories d'antigènes (DER BALIAN et al., 

1980). L'isolement des sous-classes dlIgG B partir du sérum de Rat, tel que 

nous Iravons défini dans notre travail, permettrait d'analyser les séquences 

des parties variables VH de ces sous-classes chez un individu "normalw et de 

définir si par exemple un sous-groupe de variabilité est utilisé préférentiel- .- 
lement par une sous-classe dlIgG. 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 l11gG, plus particuliè- 

rement dans la structure de sa copule glucidique ? La possibilité d'isolement 

des sous-classes dlIgG 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 liées à la 

nature de la sous-classe. 



- L'aspect le plus intéressant à 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 espèces animales ont été très peu abordées. 

La préparation par BAZIN et al. (1984 b)  d'anticorps monoclonaux de sous- 

classe IgG2a B activité anti-DNP et l'existence d'une interaction de 111gG2a 

avec le même récepteur que celui pour llIgE rend particulièrement intéres- 

sante une étude des éléments de structure de 111gG2a qui interagissent avec 

le récepteur mastocytaire. Plusieurs points pourraient être abordés de 

façon précise grâce aux anticorps monoclonaux : le rôle des ponts disulfure 

inter-chaînes dans le maintien de l'activité biologique ; la participation 

respective des domaines C Y 2  et C Y3 à 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 IIIgE 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 façon 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 première génération (LOU/Wistar par exemple). La tumeur peut être 

transplantée par voie sous-cutanée ou intra-péritonéale. Cette dernière est 

la plus intéressante, car elle permet le recueil d'une ascite (environ 20 à 

30 ml par Rat en moyenne), le plus souvent riche en immunoglobuline monoclo- 

nale. La voie sous-cutanée sert à maintenir une lignée tumorale ou éventuel- 

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 à l'éther, 
1 

décapités pour recueillir le sang et 1 ' ascite est collectée après incision 
l 
l abdominale. 0,5 ml de l'ascite obtenue sont dilués à 5 ml par du milieu de 

1 culture MEM 199 puis les .cellules tumorales sont numérées dans une cellule de 
l Thoma. Après numération, l'ascite est éventuellement diluée pour obtenir 15 à 

1 20 millions de cellules par ml. 0,5 ml d'ascite sont injectés par voie 

intra-péritonéale. La tumeur se développe en environ 15 jours à 3 semaines. 

2. TRANSPLANTATION PAR VOIE SOUS-CUTANEE 

Les Rats porteurs de tumeur sous-cutanée sont anesthésiés à l'éther, 

décapités pour recueillir le sang puis la tumeur sous-cutanée située au 1 

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 



ainsi obtenue est réinjectée par voie sous-cutanée (0,5 ml par Rat) au niveau 

I du creux inguinal. La tumeur se développe en 3 semaines à 1 mois environ. 

3. RECUEIL DES SERUMS ET ASCITES 

1 Le sang obtenu après décapitation est centrifugé (3000 t/minutes pendant 

i 10 minutes). Le sérum est conservé à -20' C. L'ascite est centrifugée immédia- 

I tement après le recueil (3000 tlminutes pendant 10 minutes) puis conservée à 

4. CONSERVATION DES CELLULES TUMORALES 

Les cellules tumorales peuvent être conservées indéfiniment dans l'azote 

liquide. Leur congélation doit être réalisée de façon très progressive, de 

préférence à l'aide d'un congélateur dont la température peut être abaissée 

par paliers de l0 C toutes les minutes jusque -40' C avant le transfert dans 

l'azote liquide (BAZIN et al., 1972). Si cela n'est pas possible, on peut 

également utiliser les étapes successives suivantes : refroidissement à 4' C 

pendant 30 minutes -; congélation à -20' C pendant 2 heures ; congélation à 

-40' C pendant quelques minutes, transfert dans l'azote liquide. La décongé- 

lation se fait par transfert du tube contenant les cellules congelées à 

température ambiante pendant 10 minutes puis dans un bain-marie à 37' C. Le 

développement d'une tumeur palpable à partir de cellules conservées dans 

l'azote liquide peut être long (jusqu'à 2 mois après l'injection). 

B - PREPARATION DES IMMUNOGLOBULINES IgG MONOCLONALES 

Toutes les étapes de la préparation sont effectuées à +4' C pour mini- 

miser les risques de dénaturation et de protéolyse des IgG. 



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 cristalliser à 

4-4' C. Ajuster à pH 7 par addition d'ammoniaque. 

- NaCl 9 % 

- NaCl 20 % 

1.2. PROTOCOLE 

La précipitation des immunoglobulines est réalisée par le sulfate 

d'ammonium à 40 % de saturation. Trois précipitations successives sont 

réalisées : 

- première précipitation : à un volume de sérum ou d'ascite est ajouté un 

v~lume de NaCl 9 % , puis 1,33  volume de sulfate d'ammonium saturé, pH 7. La 

solution est laissée une nuit à +4O C puis centrifugée 45 minutes à 3000 

tlminutes (à +4O C). Le précipité est redissous dans du NaCl 9 % (ou 20 % 

dans le cas des IgG2c monoclonales) de telle façon d'obtenir un volume 

identique au volume initial du sérum. 

- deuxième et troisième précipitations : on ajoute 1,33 volume de (NH ) 4 2 S04 
saturé, pH 7, on laisse 1 heure à +4O C et on centrifuge à 3000 tlminutes. 

Après la troisième précipitation, le précipité est lavé deux fois par du 

sulfate d'ammonium à 40 % de saturation, pH 7, puis redissous dans du NaCl 

9 X (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) échangeur de plus grande capacité et 

d'utilisation plus commode (pas de nécessité de régénération "intensive" de 

l'échangeur après chaque chromatographie). 



2.1. CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE DE 32 

2.1.1. MATERIEL 

- DEAE-cellulose DE 32 (Whatman) 
- Trisacryl GF05 (IBF) 

- Tampons : 
. Tris-HC1 0,5 My PH 8 (solution stock conservée à 4' C pendant 15 jours 

maximum) 

Tris 60,5 g 

H20 environ 700 ml 

Ajouter à pH 8 avec HC1 N 

Diluer 1 litre 

Ajouter' 1 ml d'acide de sodium 20 % 

Tampons préparés par dilution de la solution stock et addition si 

nécessaire d'une solution de NaCl M pour obtenir les concentrations 

finales 0,l M ; 0,2 M ou 0,5 M. Ces tampons sont réajustés à pH 8 

par addition drHC1 N. 

Addition d'azide de sodium 20 % (1 ml par litre de tampon) 

- Colonne chromatographique : 3 x 50 cm ou 4 x 50 cm 
- Adaptateur supérieur pour la colonne chromatographique. 

2.1.2. PROTOCOLE 

- Préparation de la colonne de DEAE-cellulose 
La DEAE-cellulose est préparée (précyclage ou régénération ; élimination 

des fines) selon les indications du fabricant. L'équilibration est 

réalisée par le tampon Tris-HC1 0,5 M, pH 8 sur verre fritté avec 

contrôle du pH de l'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 à un débit de 50 

ml/cm2/heure à l'aide d'une pompe connectée à la partie supérieure de 

l'ensemble colonne + adaptateur. Après tassage de la DEAE-cellulose, 
l'adaptateur supérieur est enlevé, la colonne de DEAE-cellulose ajustée 



à une hauteur d'environ 30 cm, et un tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8 est 

passé à travers la colonne (débit 50 ml/cm2/heure). Après passage de 6 

fois le volume de la colonne, l'échangeur est considéré comme équilibré. 

- Equilibration de l'échantillon à déposer 

La solution obtenue par précipitation par le sulfate d'ammonium est 

équilibrée contre le tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8 par passage sur une 

colonne de Trisacryl GF05 (IBF) équilibrée dans le même tampon. Le 

volume déposé est de l'ordre du quart du volume de la colonne. Après 

lecture de la densité optique à 280 nm de l'effluent, le pic de protéine 

est concentré à environ 30 ml (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 à 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 à 250 mg de protéine pour une 

colonne de 3 x 30 cm, de 500 mg pour une colonne de 4 x 30 cm. Après 

dépôt de l'échantillon, le protocole d'élution varie selon les IgG 

monoclonales : 

. IgG2a 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 : élution par le tampon Tris-HCl 0,05 M, pH 8 

pendant environ 6 heures, puis par le tampon Tris-HC1 0,OS M, 

NaCl 0,05 M, pH 8. 

. IgGl monoclonales : élution par un gradient de molarité au NaCl 
produit par un varigrad à 9 chambres (150 mllchambre) : 

Chambres 1 et 2 : Tris-HC1 0,05 M, pH 8 

Chambre 3 : Tris-HC1 0,l M, pH 8 

Chambre 4 à 7 : Tris-HC1 0,l M, NaCl 0,l M, pH 8 

Chambres 8 et 9 : Tris HC1 0,l M, NaCl 0,5 M, pH 8 . 

. Après chaque chromatographie, l'échangeur est vidé de la colonne 
et régénéré selon les indications données par le fabricant. 



2.2. CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-TRISACRYL M 

2.2.1. MATERIEL 

- DEAE-Trisacryl M (IBF) 
- Trisacryl GF05 
- Tampons : identiques à ceux utilisés pour la chromatographie 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 à la 

pression atmosphérique. L'équilibration de l'échangeur est obtenue par 

passage sur la colonne d11,5 volume de tampon Tris-HCl 0,5 M, pH 8 puis de 3 

volumes de tampon Tris-HC1 0,05 M, pH 8, à un débit de 60 mllheure pour une 

colonne de 3 x 30 cm. L'équilibration de l'échantillon et le protocole 

d'élution est le même que pour la chromatographie sur DEAE-cellulose. La 

quantité d'échantillon déposée est d'environ 1 à 1,5 gr de protéine pour une 

colonne de 3 x 30 cm, d'environ 2 à 3 gr pour une colonne de 4 x 30 cm. 

Après chromatographie, la colonne est régénérée par passage de 1 à 1,5 

volume de Tris-HC1 0,05 M, NaCl M, pH 8. Environ toutes les 15 chromato- 

graphies, la colonne est vidée et régénérée par passages successifs dans : 

- NaOH 0,2 M : 2 volumes/volume d'échangeur (30 minutes) ; rinçage à l'eau 

distillée jusque pH 7. 

- HC1 0,5 N : 0,5 volume (30 minutes) ; rinçage à l'eau distillée jusque pH 

7. 

- Acétate de Na 0,2 M, NaCl M, pH 4 : 1 volume (30 minutes) ; rinçage à l'eau 

distillée jusque pH 7. 

- Urée 8 M desionisée : 1 volume ; rinçage à l'eau distillée. 

L'échangeur est ensuite équilibré comme un échangeur "neuf". 



3. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE OU CM TRISACRYL-M 

Cette chromatographie est utilisée pour la préparation des IgG2c mono- 

clonales. La CM-cellulose (CM 32) est avantageusement remplacée actuellement 

par l'échangeur CM-Trisacryl-M qui permet la chromatographie de quantités 

plus importantes de protéine et dont l'utilisation est plus commode. 

3.1. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-CELLULOSE 

3.1.1. MATERIEL 

- Trisacryl GF 05 
- Tampons : 

. Acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2 
Acide acétique 12 ml 

H20 distillée environ 700 ml 

Ajuster à pH 4,2 par addition de NaOH M 

Diluer à 1 litre 

. Acétate de sodium 0,2 M, NaCl 0,l M ou NaCl 0,2 M, pH 4,2 
Acide acétique 12 ml 

NaCl (molarité finale 0,l M) 5,8 gr 

NaCl (molarité finale 0,2 M) 11,6 gr 

H20 distillée environ 700 ml 

Ajuster avec N ~ O H  M à pH 4,2 

Diluer à 1 litre 

. Acétate de sodium 0,5 M, pH 4,2 
Acide acétique 30 ml 

H20 distillée environ 500 ml 

Ajuster à pH 4,2 avec NaOH M 

Diluer à 1 litre 

- Colonne chrornatographique de 3 x 50 cm ou 4 x 50 cm avec un adaptateur 
supérieur. 



3.1.2. PROTOCOLE 

- Préparation de la colonne chromatographique 
L'échangeur est précyclé (ou régénéré), les "fines" sont éliminées 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 contrôle du pH de 

l'effluent. L'échangeur est dégazé, et transféré en une seule fois dans 

la colonne chromatographique pourvue de son adaptateur. La CM-cellulose 

est tassée à un débit de 50 ml/cm2/heure. Une fois tassée, l'adaptateur 

supérieur est enlevé, et la colonne est équilibrée (le même débit) par 

passage de 6 volumes de tampon acétate de sodium 0,2 M, pH 4,2. 

- Equilibration de l'échantillon 
Le précipité par le sulfate d'ammonium est d'abord dialysé 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 équilibrée en acétate 

de sodium 0,2 M, pH 4,2 (ou dialysé contre ce tampon). L'étape de 

dialyse contre le tampon de pH 8 est nécessaire, car l'équilibration 

directe contre le tampon acétate de sodium, pH 4,2, aboutit à la 

formation d'une quantité très importante de matériel insoluble. 

- Chromatographie sur CM-cellulose 
La colonne est soumise à un débit d'élution de 30 ml/heure pour une 

colonne de 3 x 30 cm, de 50 mllheure pour une colonne de 4 x 30 cm. 

Après dépôt de' l'échantillon (environ 200-250 mg de protéine pour une 

colonne de 3 x 30 cm), l'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,l 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 éluées soit par le deuxième, soit par le 

troisième tampon. 

Après chaque chromatographie, la colonne est vidée et l'échangeur 

régénéré selon les instructions du fabricant. 



3.2. CHROMATOGRAPHIE SUR CM-TRISACRYL-M 

3.2.1. MATERIEL 

- CM-Trisacryl M (IBF) 
- Trisacryl GF05 (IBF) 
- Tampons : identiques à 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 l'échantillon est identique à celle indiquée ci- 

dessus. La quantité déposée est de l à 1,5 gr de protéine pour une colonne de 

3 x 30 cm, et de 2 à 3 gr pour une colonne de 4 x 30 cm. Les conditions 

d'élution sont identiques à celle utilisée pour la CM-cellulose. 

Après chaque chromatographie, l'échangeur est régénéré 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'échan- 

geur est vidé de la colonne, et les traitements successifs identiques à ceux 

utilisés par la régénération de l'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 



. Ajuster à pH 7,4 avec H PO M 3 4 . Diluer à 1 litre, ajouter 1 ml d'azide de sodium à 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 dVUltrogel AcA 34 est préparé, dégazé et la colonne chromatogra- 

phique tassée selon les conditions indiquées par le fabricant. Une fois 

tassée, la colonne est mise en écoulement ascendant et le débit réglé à 15 - 
20 ml/heure. L'échantillon est équilibré 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 à 10 ml de tampon sont déposés sur une colonne de 2,5 x 90 cm (et le 

double pour une colonne de 2,s x 190 cm). 

5. CHROMATOGRAPHIE SUR PROTEINE A-SEPHAROSE 

Cette chromatographie permet la purification finale des IgGl et IgG2c 

monoclonales. Les IgGl monoclonales sont éluées à pH 6 (une proportion 

variable peut être également éluée à pH 8). Les IgG2c monoclonales sont 

éluées à pH 3 et/ou à 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 HP04 2H20) : 1,78 gr 

NaC 1 8,70 gr 

H2° 
Azide de sodium 20 % : 

Ajuster à pH 8 avec H PO4 M 3 
Diluer à 1 litre 

. Citrate de Na 0,l M, pH 6 et 3 
Acide citrique : 

H2° 
Azide de sodium 20 % 

environ 500 ml 

1 ml 

21 gr 

environ 500 ml 

1 ml 



Ajuster à pH 3 ou 6 par addition de NaOH M 

Diluer à 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 dé l'adsor- 

bant ainsi obtenu est d'environ 6 ml. Le débit appliqué à la colonne est de 

15 mllheure. L'échantillon protéique est dialysé contre le tampon PBS, pH 8 

ou équilibré par passage sur une colonne de Trisacryl GF 05. Environ 100 mg 

de matériel protéique (sous environ 2 ml) sont déposés sur la colonne. 

L'élution est réalisée successivement par : 

- le tampon PBS, pH 8 50 ml 

- le tampon citrate 0,l M, pH 6 40 ml 

- le tampon citrate 0,l M, pH 3 40 ml 

Les tubes servant à collecter l'éluat 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 

(IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c) et les antisérums 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 à 

la formation d'anticorps anti-idiotypiques en plus des anticorps dirigés 

contre la partie constante de l'immunoglobuline. Il faudra en tenir compte 

lors de l'utilisation de l'antisérum. Les sérums obtenus après immunisation 

sont rendus spécifiques par passage sur des immuno-absorbants contenant les 

immunoglobulines des autres classes ou sous-classes couplées au Sépharose (ce 



qui permet d'éliminer les anticorps dirigés contre les déterminants communs 

aux classes ou sous-classes). Dans certains cas, la spécificité peut être 

obtenue par passage sur un immuno-absorbant contenant l'antigène ayant servi 

pour l'immunisation (cas des antisérums anti-Fab). Le contrôle de la spécifi- 

cité de l'antisérum est réalisé par immunoélectrophorèse 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 l'antisérum à obtenir. Pour un 

même type d'antisérum, les résultats peuvent être très variables et néces- 

siter ou non des étapes complémentaires. Quelques exemples de préparation 
l 

sont indiqués ici : 

' - Antisérum anti-IgM (spécifique de la chaîne lourde u) 
Cet antisérum a été préparé par immuno absorption d'un sérum de Lapin l 

obtenu après immunisation par une IgM monoclonale (IR 968) sur une colonne l 

d'IgG monoclonale (IgG2a IR 530) ou sur une colonne contenant les protéines 

du sérum précipitées par le sulfate d'ammonium à 40 X de saturation (conte- 

nant essentiellement de 1'IgG et peu dlIgM). Cette immuno-absorption élimine l 
l'activité anti-chaînes légères. L'effluent obtenu ne réagit qu'avec 1'IgM et l 

ne donne pas d'arc de précipitation avec les IgA et les différentes sous- 
l 

classes dlIgG. 

- Antisérum anti-IgG (spécifique de la chaîne lourdey) ou anti Fc Y 
Cet antisérum est préparé à partir d'un sérum obtenu par immunisation 

avec une IgG monoclonale (ou de 1'IgG de sérum de Rat) ou avec un fragment Fc 

dlIgG. Quel que soit l'antigène utilisé pour l'immunisation, l'immuno absorp- 

tion doit aboutir à la production d'un antisérum qui ne réagit qu'avec la 

partie Fc des 4 sous-classes dlIgG. Nous avons utilisé comme antigène 111gG2a 

monoclonale IR 33, l'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 éliminer l'activité 

anti-chaînes légères. L'effluent de ces colonnes contient des anticorps qui 



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 (contrôle réalisé en immunoélectrophorèse avec des fragments 

Fab et Fc purifiés). 

- Antisérum anti-Fab 
Cet antisérum est préparé par immunisation avec un fragment Fab d11gG2a 

de sérum de Rat. L'immuno-absorption sur colonne de Fab dlIgG permet d'éli- 
1 

miner dans l'effluent les éventuels anticorps anti-Fc et de retenir les 

anticorps anti-Fab qui sont ensuite élués de la colonne. 

- Antisérums spécifiques de sous-classe dlIgG 
Ces antisérums sont obtenus après immunisation avec des IgG monoclonales 

1 appartenant à l'une des 4 sous-classes d'IgG, ou avec des sous-classes d'IgG 

isolées du sérum de Rat. Leur préparation comporte deux étapes principales : 

1' Immuno-absorption sur colonne dlIgM ou de Fab d'IgG pour éliminer 

l'activité anti-chaînes légères. 

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 IgG1 est obtenu par immuno-absorption sur colonne 

d'IgG2a puis éventuellement sur colonne d11gG2b et/ou d'IgG2c. Cette étape 

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 
1 

L'immunisation des Lapins est réalisée par injection intramusculaire au 

niveau sous-claviculaire de 0,5 mg d'antigène dans 0,5 ml de tampon PBS pH 

7,4 mélangé à 0,s ml d'adjuvant complet de Freund (DIFCO). Trois injections 

l séparées de 8 jours sont réalisées, puis une injection de rappel au bout d'un 
1 

l mois après la troisième injection. Le sang est prélevé au niveau de la veine l 
1 
l 
1 de l'oreille tous les 15 jours après la troisième injection. 



3. PREPARATION DES IMMUNO-ABSORBANTS (modifiée d'après PORATH et al., 

1973) 

- Sépharose 4B (4 % Agarose) (Pharmacia) 

- Bromure de cyanogène : dissoudre la totalité d'un flacon de 100 gr dans 103 
ml d'acétonitrile. Conserver à -20' C. 

- Tampon phosphate 5 M, pH 11,9 
. K PO4 3 

70,7 gr 

. K2 HP04 29,l gr 

. H20 distillée qsp 100 ml 
- Tampon bicarbonate de sodium 0,25 M, pH 9 

. Na HC03 20,9 gr 

. dissoudre dans 500 ml d'eau distillée 

. Ajuster à pH 9 avec Na OH N 

. Diluer à 1 litre avec H O 2 
- Tampon acétate de sodium 0,l M, NaCl M, pH 4 

. CH3 CO0 Na 1 gr 

. NaCl 58,4 gr 

. Dissoudre dans H20 (environ 500 ml) 

. Ajuster à pH 4 avec HC1 N 

. Diluer à 1 litre avec H20 

- Tampon phosphate de sodium 0,01 M, NaCl O,5 M, pH 7 
. Na H PO 2H20 

2 4 1,78 gr 

. NaCl 29,2 gr 

. Azide de sodium 20 X 1 ml 

. Dissoudre dans H O environ 500 ml 2 . Ajuster à pH 7 avec H PO 3 4 . Diluer à 1 litre avec H20 

- Tampon bicarbonate de sodium 0,l M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 
. NaHC03 8,4 gr 

. NaCl 29,2 gr 

. Dissoudre dans environ 500 ml d'eau distillée 

. Ajuster à pH 8,3 si nécessaire 

. Diluer à 1 litre 



- Ethanolamine M 
. EthanoPamine 61 ml 

. Ajuster à pH 8 avec HC1 N 

. H20 distillée qsp 1000 m l  

3.2. PROTOCOLE (pour 50 mg d'antigène protéique) 

- Laver le Sépharose 4B à l'eau distillée sur verre fritté et l'essorer 

- Peser 10 gr de Sépharose 4B et les mettre en suspension dans 10 ml de 
tampon phosphate 5 M, pH 11,9 ; diluer à 20 ml avec de l'eau distillée 

refroidie à 4" C ; placer dans un bécher de 50 ml 

- Ajouter 0,412 ml de solution de bromure de cyanogène (sous la hotte) par 
petites portions pendant 2 minutes. Agiter doucement 

- Au bout de 10 minutes précises, laver très rapidement (moins de 2 minutes) 
sur verre fritté par 250 ml d'eau distillée refroidie à 4" C puis par 

200 ml de bicarbonate de sodium 0,25 M pH 9 

- Transférer le gel dans un tube contenant 50 mg d'antigène protéique dans 5 
ml de tampon bicarbonate de sodium 0,l M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 

- Laisser sous agitation lente (agitateur rotatif) pendant 1 heure à 

température ambiante, puis une nuit à 4" C 

- Essorer le gel et le suspendre dans 150 ml de solütion d'éthanolamine M 
pendant 2 heures 

- Le gel est ensuite lavé par les deux tampons suivants : 
. Acétate de sodium 0,l M, NaCl M, pH 4 (150 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 à 40 % de saturation ; le précipité obtenu est équilibré par dialyse 

contre du NaCl 0,5 M, puis concentré par ultrafiltration sur membrane 

AMICON PM 30 jusqu'à la moitié du volume initial de sérum. 



l - Les immuno-absorptions sont réalisées sur colonnes à température ambiante. 

L'immunsérum est mis en contact une heure avec le gel (la solution doit 

remplir les 314 de la colonne). L'effluent est ensuite collecté (contrôle 

de la DO à 280 nm), concentré au 1/20 environ du volume de sérum de départ, 

puis contrôlé par inmiunodiffusion double et par immunoélectrophorèse. 

- Les anticorps retenus sur la colonne sont élués par le tampon 
glycocolle-HC1 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 2,8 (70 ml par 10 ml de gel). L'éluat 

est collecté dans un bécher contenant 10 ml de tampon phosphate de sodium 

M, pH 7,8. Il est ensuite dialysé contre du tampon PBS, pH 7,4-et concentré 

au 1/20 du volume initial de sérum. 

- La colonne d'immune-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 à + 4 O  C en NaCl 0,5 M 

contenant 0,2 % d'azide de sodium. 

D - TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES 

1. IMMUNODIFFUSION DOUBLE (méthode d'ouchterlony) 

(OUCHTERLONY et NILSSON, 1978) 

1.1. MATERIEL 

- Plaques de verre de 10 x 10 cm dégraissées à l'alcool 

- Chambre humide 
- Indubiose A 37 (IBF) 
- Pastagarose (Institut Pasteur) 
- Tampon véronal pH 8,2 

. Véronal sodé 

. H20 distillée 

. Azide de sodium 20 % 

. Ajuster à pH 8,2 avec HC1 N 

. Compléter à 1 litre avec H O distillée 2 
- Citrate trisodique 5 % 



l - Solution colorante 
. Bleu de Coomassie R 250 5 gr 

1 . Acide acetique 100 ml 

. Ethanol 96 % 450 ml 

. Dissoudre le colorant sous agitation. Laisser une nuit. Filtrer. 
Ajouter 450 ml d'eau distillée. 

- Décolorant 
1 

I . Ethanol 900 ml 

, Acide acétique 100 ml 

1.2. PROTOCOLE 
1 

\ 
1 - Préparation de la plaque de gélose 
l 

Mélanger 125 mg dlIndubiose A 37, 125 mg de Pastagarose et 25 ml de 

, tampon véronal pH 8,2. Mettre au bain-marie bouillant jusqu'à 

transparence parfaite de la solution, laisser refroidir jusque 70' C. 

Couler sur une plaque de verre, parfaitement sèche et horizontale, 21 ml 

de gélose. Laisser 15 minutes à température ambiante à l'air libre, puis 

placer dans une chambre humide. A l'aide du matériel pour perforation de 

la gélose, réaliser les trous pour les antisérums et les solutions 

protéiques. Les schémas ci-iiessous sont le plus souvent utilisés. 

O 
antigéne -0 

immun sérum 

O 

antigéne 

immun sQrum 

O . O 



- Dépôt des échantillons et diffusion 
On dépose dans le puit central 0,l ml (A) ou 0,25 ml (B) d'antisérum et 

I dans les puits périphériques 0,Ol ml (A) ou 0,02 ml (B) de solution 

1 protéique (10 à 25 mglml). La diffusion se déroule à température 

i ambiante pendant 18 à 24 heures. 

- Lavages 
Après diffusion, la plaque peut être examinée et les arcs de 

1 précipitation photographiés. Puis la plaque est lavée par les bains 

1 successifs suivants : I 

I . Citrate trisodique 5 % 3 heures 

l . NaCl 9 % 3 bains d'une heure 

. H20 distillée 4 à 5 bains d'une heure 

Les plaques sont ensuite placées sur la paillasse et laissées sécher à 

l'air. 

- Coloration - décoloration 
1 Placer une minute dans la solution colorante, puis laver par plusieurs 

bains successifs jusqu'à décoloration du fond. Laisser sécher à l'air. 

IMMUNOELECTROPHORESE 

2.1. MATERIEL 

Identique à celui utilisé pour l'immunodiffusion double, plus une cuve à 

électrophorèse et de matériel de perforation pour la réalisation des puits et I 

fentes longitudinales. 

2.2. PROTOCOLE 

- Préparation de la plaque de gélose 
Protocole identique à celui utilisé pour l'immunodiffusion double. A 

1 l'aide du matériel pour perforation de la gélose on réalise les trous 

l pour les dépôts des échantillons et on trace les fentes longitudinales l 
pour les immunsérums (sans les creuser) selon le schéma ci-dessous. 



- Electrophorèse 
La plaque est placée dans la cuve à électrophorèse. On met de chaque 

côté 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 à 25 mg/ml) et dans un des puits une goutte de 

bleu de Bromophénol à 0,05 %. Une tension de 20 volts est appliquée aux 

extrémités de la plaque (contrôle au voltmètre), pendant 2 heures 30 à 

3 heures (contrôle de la migration par la position du bleu de Bromo- 

phénol). 

- Diffusion 
On creuse les fentes longitudinales et on y dépose l'immunsérum (0,15 ml 

par fente). On laisse diffuser en chambre humide à température ambiante 

pendant 18 à 24 heures. 

- Lavages, coloration, décoloration 
Protocole identique à celui utilisé pour l'immunodiffusion double. 



3. IMMUNODIFFUSION RADIALE (d'après MANCINI, CARBONARA et HEREMANS, 

1965) 

3.1. MATERIEL 

- Agarose Indubiose A 37 (IBF) 
- Support plastique circulaire PARTIGEN (Behring) 
- Antisérum 
- Solution étalon d'immunoglobuline à 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 dlAgarose au bain-marie à 50' C 

- Diluer l'antisérum dans du tampon PBS, pH 7,4 (dilution déterminée par des 
essais préalables) 

- Placer l'anfisérum pendant 5 minutes à 50' C puis l'incorporer à la 

selution d'agarose (0,5 ml pour 7 ml de solution) 

- Couler 7,5 ml de solution d'agarose contenant l'antisérum pour une plaque 
Behring et laisser gélifier (environ 1 heure). L'épaisseur de la gélose 

ainsi obtenue est de 2 mm. 

- Faire des trous de 3 mm de diamètre à l'emporte-pièce et déposer dans les 

puits 10 ~1 de solution à doser ou de gamme étalon (la gamme étalon est 

préparée par dilution de la solution étalon pour obtenir les concentrations 

finales de 0,05, 0,10, 0,25, 0,50 et 1 mg par ml) 

- Laisser diffuser à température ambiante et mesurer les anneaux de 

précipitation à différents intervalles de temps (24, 48 et 72 heures) (le 

temps optimal correspond à l'obtention d'une droite pour la gamme étalon) 

- Tracer sur un graphique les valeurs des carrés des diamètres en fonction de 
la concentration protéique de la gamme étalon et en déduire les 

concentrations protéiques des échantillons à doser. 



I E - TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES 

1. ELECTROPHORESE EN GEL D'ACRYLAMIDE-SDS (LAEMMLI, 1970 ; KERCKAERT, 

1978) 

- Système pour l'électrophorèse 
. 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 

I . soud-sac Calor 
. peigne en plastique 

- Solutions pour la réalisation du gel 
l . tampons (conservation 8 jours à +4O C) : 

. l A  . Tris 36,3 gr 

l . N N' Tétraméthylène diamine (TEMED) 0,46 ml 

H20 qsp 

. Tris 

H20 qSP 100 ml 

. solution stock d'acrylamide (conservation 8 jours à +4" C) 

~ . acrylamide 48 gr 

. bisacrylamide 1,28 gr 

H20 qSP 100 ml 

. SDS 10 % (conservation à +4O C, chauffer légèrement pour dissoudre) 

. SDS recristallisé dans 
l 
l 

l 1 ' éthanol 10 gr 

H20 qSP 100 ml 

. Persulfate d'ammonium 10 % (préparation extemporanée) 

~ . persulfate d'ammonium 100 mg 

. H20 
l - Tampon d'électrophorèse 
1 . glycocolle 14,4 gr 

. Tris 3 gr 

. SDS 1 gr 



- Solution colorante pour les échantillons 
. 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 

. H20 distillée 0,l ml 

- Solution de marqueurs de poids moléculaire 
. Dissoudre dans 0,4 ml de tampon d'électrophorèse : 1 mg de cytochrome 
C (SIGMA) ; 1 mg d' inhibiteur trypsique du soja (SIGMA) ; 1 mg d'oval- 

bumine (SIGMA) ; 5 mg de phosphorylase B (BOEHRINGER) ; 1 mg d'IgG2a 

de Rat ; 1 mg dlIgE de Rat. Ajouter 0,l ml de solution de glycéral- 

déhyde 3 phosphate deshydrogénase (BOEHRINGER). 

- Fixateur 
. Acide trichloracétique 50 % 

. Acide sulfosalicylique 

. Méthanol 

. H20 distillée 
- Colorant 

. Bleu de Coomassie R 250 

. Acide trichloracétique 50 % 

. Méthanol 

. H20 distillée 
- Décolorant 

. Méthanol 

. Acide acétique 

. H20 distillée 

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 adhésif TEBU. L'ensemble est enfermé dans un sac - 

plastique transparent lui-même maintenu par 2 cales de verre de 10 x 15 

cm et 2 réglettes rigides. 



2' Préparation des gels d'acrylamide 

- Gel de séparation 
Le gel de séparation est soit un gel à concentration fixe d'acrylamide 

(de 5 à 15 %), soit un gradient linéaire de concentration en acrylamide 

de 5 à 25 %. 

- Gel à concentration fixe (exemple 7,5 %) 

. Mélanger 3 ml de solution 2A 2 
5 ml de tampon 1A 

12 ml d'eau distillée 

0,2 ml de SDS 10 % 

0,01 m l  de persulfate d'ammonium 10 % 

. Remplir le moule jusqu'à une hauteur d'environ 7 à 8 cm, et 

recouvrir d'isobutanol. 

- Gradient d'acrylamide (5 à 25 X )  

Il est produit par un système à 2 chambres cylindriques contenant : 

. l'une, connectée au moule pour le gel d'acrylamide, la solution 
"lourde" (5,2 ml) préparée par mélange de : 

. solution 2A 2 . tampon 1A 

. glycérol 2,s ml 

. SDS 10 % 0,l , ml 

. TEMED 0,003 ml 

. persulfate d'ammonium 10 % 0,03 ml 

. l'autre, la solution légère (9,5 ml) 
. solution 2A2 
. tampon 1A 
. H O distillée 2 6,5 ml 

. SDS 10 X 0,l ml 

. TEMED 0,005 ml 

. persulfate d'ammonium 10 % 0,07 ml 

- Gel d'espacement 
Une fois le gel de séparation polymérisé, l'isobutanol est éliminé, la 

surface du gel rincée à l'eau distillée et séchée. Le gel d'espacement 

est préparé par le mélange de : 



. solution 2A2 

. tampon 1B 

. H20 distillée 

. SDS 10 X 

. TEMED 0,005 ml l 

. persulfate d'anmionium 10 % 0,07 ml 

Le peigne est placé dans le gel d'espacement dès son coulage dans le 

moule. Après polymérisation, le peigne est enlevé et chaque puit rincé 

par le tampon d'électrophorèse. 

3' Préparation des échantillons 

La solution protéique à tester est diluée dans le tampon d'électro- 

phorèse à 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 1 

d'iodoacétamide 0,75 M, si l'on veut éviter la réduction des ponts , 

disulfure ; ou 0,005 ml de mercaptoéthanol pour obtenir la réduction des 

ponts disulfure. Le tube est fermé par du papier aluminium et placé 

5 minutes à 95" C. Après refroidissement, on ajoute 0,02 ml de solution 

colorante. 

4" Pré-électrophorèse du gel 

30 minutes à 40 m .  par gel. 

5' Electrophorèse 

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 à 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 réalisée par plusieurs bains de décolorant 

ou par circulation du décolorant sur charbon activé. 



2. ELECTROPHORESE EN GRADIENT D'ACRYLAMIDE (d'après MARGOLIS et 

KENRICK, 1968) 

2.1. MATERIEL 

- Moule pour le gel d'acrylamide : identique à celui utilisé pour les 

électrophorèses en acrylamide-SDS. 

- Générateur du gradient : il est constitué par deux seringues de 20 ml 
reliées entre elles par un tube en polyéthylène et dont l'une, qui 

contiendra la solution "lourde", est pourvue d'un piston, qui maintiendra 

le volume à 4 ml, et d'une sortie pour le remplissage du moule. 

- Solutions d'acrylamide (conservation 8 jours à +4' C) 

. Solution "lourdei' (acrylamide 25 X )  

Acrylamide 794 gr 

Bisacrylamide 0,39 gr 

Sucrose 1,24 gr 

Tampon Tris-EDTA acide borique pH 8,3 qsp 30 ml 

l . Solution "légère1' (acrylamide 4 %) 

I Acrylamide 0,94 gr 

Bisacrylamide 0,05 gr 

I Tampon pH 8,3 qsp 30 ml 
I - Tampon Tris-EDTA-acide borique pH 8,3 
I Tris 10,75 gr 

EDTA 

Acide borique 

H20 distillée 800 ml 

Ajuster à pH 8,3 avec une solution d'acide borique (1 gr/100 ml) 

Diluer à 1 litre 

- Persulfate d'ammonium 10 mg/ml (préparation extemporanée) 
- TEMED 

1 - Solutions pour la coloration des échantillons, pour la coloration et la 
décoloration des gels d'acrylamide : identiques à celles utilisées pour 

l'électrophorèse en gel d'acrylamide-SDS. 



2.2. PROTOCOLE 

On coule successivement dans le moule : 

- un gel à 25 % d'acrylamide, sur environ I à 2 cm 

. solution lourde 5 ml 

. TEMED 0,003 ml 

. Persulfate d'ammonium 1 % 0,03 ml 

- le gradient d'acrylamide de 5 à 25 X 

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 TEMD 

et 0,l ml de persulfate d'ammonium 1 X (solution A). Dans l'autre 

seringue sont placés 12 ml d'une solution constituée par le mélange de 

20 ml de solution légère, 0,005 ml de TEMED et 0,l ml de persulfate 1 X 

(solution B). 

F - DIGESTIONS ENZYMATIQUES 

1. DIGESTION PAR LA PAPAINE (d'après GORINI et al., 1969) 

Le protocole décrit ici permet de réaliser la digestion des IgG en 

présence de papaïne (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 

. DTA 0,75 gr 

l . Dissoudre dans l'eau distillée (700 ml) 
. Ajuster à pH 7 avec H PO M 3 4 . Diluer à 1 litre 

i A ce tampon peut être ajouté de la cystéine à la concentration finale 0,01 

l M (87,5 mg de cystéine pour 100 ml de tampon) 

l - Iodoacétamide 0,15 M 
. Iodoacétamide 27 mg dans 1 ml d'eau distillée 



l 
1.2. PROTOCOLE 

I - 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), à la concentration 

finale de 10 mglm1 et placée à 37" C pendant 30 minutes. 

- La papaIne cristallisée (WORTHINGTON) est diluée dans.le tampon de 
digestion (contenant ou non de la cystéine 0,01 M) à la concentration 

finale de 1 mg/ml ou 5 mglml. 

- Dans le cas de l'utilisation de mercuripapaIne (SIGMA), la dilution à une 

concentration finale de 1 mg/ml ou 5 mglm1 est réalisée par addition de 

tampon contenant de la cystéine 0,01 M. 

l - La solution d'enzyme est ajoutée à la solution dlIgG (1 volume de solution 

d'enzyme pour 10 volumes de solution dlIgG ; soit un rapport 

1 - L'incubation est réalisée à 37' C-pour des durées de 1 à 18 heures. 

- Aux aliquotes prélevés à différents intervalles de temps est ajoutée à O 0  C 

une solution d'iodoacétamide 0,15 M (1 volume pour 10 volumes de 

prélèvement). 

2. DIGESTION PAR LA PEPSINE (d'après GORINI et al., 1969) 

2.1. MATERIEL 

- Pepsine 2 fois cristallisée (SIGMA) 
- Tampon acétate de sodium 0,l M, pH 4,5 

à préparer fraichement lors de la digestion enzymatique (l'eau distillée 

doit être bouillie pour éliminer les traces d'acide carbonique) 

. Acide acétique 6 ml 

. H20 distillée environ 500 ml 

. Ajuster à pH 4,5 avec NaOH N 

. Diluer à 1 litre 



A ce tampon, peut être ajoutée de la cystéine à la concentration finale 

0,01 M (87,s mg pour 100 m i  de tampon) 

- NaOH 0,l N 

PROTOCOLE 

. . - L'IgG est dissoute dans le tampon de digestion (contenant ou non de la 
cystéine 0,01 M) à la concentration finale de 10 mglm1 et placée à 37' C 

pendant 30 minutes. 

- La pepsine est dissoute dans le tampon de digestion (avec ou sans cytéine 
0,01 M) à la concentration de 1 mglm1 ou 5 mg/ml. 

- La solution d'enzyme est ajoutée à la solution d'IgG (1 volume pour 10 

volumes) et l'incubation est réalisée à 37" C pour des temps de 1 à 

18 heures. 

- Aux aliquotes prélevés à différents intervalles de temps, est ajoutée une 

solution de NaOH 0,l N (1,4 volume pour 1 volume), pour amener le pH à 8. 

3. DIGESTION PAR LA PEPSINE APRES INCUBATION A pH 2,8 

Cette digestion est utilisée pour les sous-classes d'IgG (IgG1 et IgG2a) 

résistantes à l'hydrolyse pepsique dans les conditions f'classiquesf'. 

3.1. MATERIEL. 

Identique à celui du paragraphe précédent avec en plus le tampon 

suivant : 

- tampon formiate de sodium 0,l M, pH 2,8 

. Acide formique 3,8 ml 

. H20 distillée environ 500 ml 

. Ajuster avec NaOH N jusqu'à pH 2,8 

. Diluer à 1 litre. 



3.2. PROTOCOLE 

Les IgG sont dissoutes dans le tampon PBS, pH 7,4 à la concentration 

finale de 20 mg/ml, puis dialysées à 4" C contre le tampon formate de sodium 

0,l 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,l M, pH 4,5 (3 fois 

100 volumes un volume dtIgG). Après cette dialyse, la concentration 

protéique est ajustée à 10 mg/ml et la digestion par la pepsine est réalisée 

par addition d'une solution de pepsine à 1 mg/ml (1 volume pour 10 volumes de 

solution protéique). Des aliquotes sont prélevés à 1, 2 et 4 heures et 

amenées à pH 8 par addition de NaOH 0,l N (1,4 volume pour 1 volume de 

solution prélevée). 

4. DIGESTION PAR LA TRYPSINE 

4.1. MATERIEZ 

- Trypsine TPCK (WORTHINGTON) 
- Tampon Tris-HC1 0,l M, Ca Cl2 0,02 M, pH 7,8 

Tris 12,l gr 

CaC12 2,9 gr 

Dissoudre dans 600 ml d'eau distillée 

Ajuster à pH 7,8 avec HC1 N 

Diluer à 1 litre 

- Inhibiteur trypsique du soja : solution .à 2 mglm1 de tampon ~ r i s l ~ ~ l  0,l M, 

CaCl 0,02 M, pH 7,8 conservée à -20" C. 2 

4.2. PROTOCOLE 

- La solution dtIgG (10 mg/ml) est placée à 37" C pendant 30 minutes. 

- La trypsine est dissoute dans le tampon de digestion à la concentration de 

2 mg/ml ou 5 mg/ml. 

- La solution d'enzyme est ajoutée à la solution d'IgG (1 volume pour 10 

volumes). Le rapport enzymelsubstrat est de ce fait de 2 % ou 5 % 



- L'incubation à 37" C s'effectue pour des temps de 1 à 18 heures. 

- Aux aliquotes prélevés à 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'après DRAPEAU, 1977) 

La digestion par cet enzyme permet de préparer un fragment F(ab) 2 et un 

fragment Fc à partir des IgG monoclonales de sous-classe IgG2b. 

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,l 

M, EDTA 0,002 M, pH 7,8. Répartir en aliquotes de 0,05 ml et congeler à 

-20" C. 

- Tampon phosphate 0,l M, EDTA 0,002 Ml pH 7,8 
. Na2 HP04, 2H20 17,8 gr 

. EDTA 0,75 gr 

. eau distillée environ 500 ml 

. Ajuster à pH 7,8 avec H PO4 M 
3 . Diluer à 1 litre 

5.2. PROTOCOLE 

- Dissoudre les IgG à la concentration de 10 mg/ml dans le tampon phosphate 

0,l M, EDTA 0,002 M, pH 7,8 et placer la solution à 37" C pendant 

30 minutes. 

- Ajouter la solution d'enzyme (1 volume pour 30 volumes de solution d'IgG ; 
soit un rapport enzyme/protéine 1/30). 

- Incuber 4 heures à 37" C 

- Congeler à -20" C. 
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