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G STRBOUTH2L.03ES

Institat de Biochimie de 'Université de Lausanne et Institut Suisse de Recherches
expérimentales sur le Cancer

Quelques applications de traceurs radioactifs en
immunologie

Par .J.-C. Cerottint et H. Isliker, Lausanne

L’utilisation d’isotopes radicactifs a favorisé de tels progrés dans la
connaissance des phénoménes immunitaires que le nombre des méthodes
radiochimiques ne fait qu'augmenter,

L’emploi d’antigénes marqués fournit d’amples informations sur leur
¢limination de la cireulation, leur distribution dans les différents tissus,
leur localisation intracellulaire et leur catabolisme,

L’injection d’acides aminés marqués chez I'animal immunisé permet
d’étudier la vitesse et le lieu de formation des anticorps; la synthése
in vitro des anticorps peut également étre suivie de facon précise. Grice
a la radio-immunoélectrophorése, on peut apprécier le type d'immuno-
clobuline formé en réponse 4 une stimulation antigénique donnée.

L étude de la structure des anticorps et de leurs produits de dégra-
dation enzymatigue a hénéficié de la trés grande sensibilité des méthodes

radiochimiques,
1. Catabolisme des antigénes

Lépuration sanguine d’une protéine hétérologue, aprés injection
intraveineuse, présente trois phases bien distinetes [1]:

1. Une premiére phase, trés rapide, représente 1'équilibration entre
les systémes intra- et extravasculaires.

2. Dans une deuxiéme phase, la protéine étrangére est éliminée de la
circulation de la méme fagon qu’une protéine homologue, c’est-a-dire
selon une courbe exponentielle, qui est I'expression du catabolisme normal
du type de protéine considéré.

3. Lors de la troisiéme phase, épuration sanguine de la protéine
hétérologue est trés rapide, a la suite de la combinaison de I'antigéne
(en Ioceurrence la protéine) a I'anticorps dont il a provoqué la formation,
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¢t de la phagocvtose de ce complexe par le systéme réticulo-endothélial,
on il est rapidement hydrolys¢ par des enzymes protéolytiques.

(:hez animal immunisé qui posséde des anticorps eirculants, le eata-
bolisme de Iantigéne est accéléré, car la troisiéme phase de I'épuration
sanguine débute peu aprés Uinjection intraveineuse de la protéine hété-
rologue. En revanche, une dose de rayons N suffisante pour inhiber la
réponse immunitaire entraine une disparition de cette troisieme phase,

la protéine hétérologue étant conzidérée comme homologue [17]. Cette
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Fig. 1. Epuration sanguine chez la souri= de la séromalbumine humaine marquée par
B (apres cdmiel e1 collab. [2]). - En abscisse: temps éeonlé apris Pinjection intra-
veineuse de albumine marquée, en jours. En ordonnée: en echelle semi-logarithmiqgue,
pourcentage de la radioactivité sanguine, la radioactivité 24 b apres UVinjection ¢tanmt
prrise comme videar de référence. - A: souris non immunisées. - B: souris immunisépes
et non traitées par un antimitotique. - C: souris immunisées el traitées par la 6-mer-
captopurine, avant, pendant ou apres Fimmunisation. Dose de fi-mercaptopurine utilisée:
21 mg/kg/ jour pendant 6 jours, puts 12 mg kg tous les 2 jours pendant L jours, La
courbe d*épuration ne se distingue pas de cefle de B, — )1 souris immunisées et traitées
par la eyclophosphamide pendant et apres Fimmunisation. Dose de evelophosphamide
utilisée: 42,5 mg/'kg jour pendant 6 jours, puis 21,25 mgikg tous les 2 jours pendant
I} jouirs. Ce traitement provoque nne Inhibition de la formation des anticorps cireanlants,
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troisiéme phase permet done d’apprécier indirectement la production
des anticorps in rirvo.

2. Production danticorps

Amiel et collab. [2] ont utilisé ecette méthode pour étudier Peffet de
divers antimitotiques sur la réponse immunologique. Par la mesure de
Pépuration sanguine de la sérumalbumine humaine marquée par 317
chez des souris immunisées contre ce méme antigéne, ils ont constaté
que l'administration de O-mercaptopurine avant, pendant on apres
I'immunisation n’a pas d’effet sur la production des anticorps, I'albumine
marquée disparaissant i la méme vitesse que chez un animal immunisé
mais non trait¢ par un agent antimitotique (fig. 1, C).

La cvelophosphamide n’a pas d’effet si elle est administrée avant
I'immunisation: en revanche, si on commence le traitement médica-
menteux au début de 'immunisation et si on le poursuit une semaine
aprés la fin de 'immunisation, la production d’anticorps est fortement
inhibée, ce qui se traduit par une nette dimipution de I'épuration sanguine
de I"albumine marquée (fig. 1, D).

La synthése in rive des anticorps peut étre étudiée direetement par
Padministration d’acides aminés marqués lors de I'immunisation [3].
Plus remarquable e¢ncore est la démonstration de la synthése in vitro
d’anticorps: dans ce cas, on ajoute 4 un milieu de culture contenant le
tissu & étudier des acides aminés marqués au 1C. Aprés un temps d’incu-
bation adéquat, ce milien de culture est recucilli, coneentré, les protéines
sont isolées et soumises a une immunoélectrophorése combinée a une
autoradiographie. L’analyse des ares de précipitation radioactifs permet
de précizer la nature des immunoglobulines synthétisées [4].

Grace a cette méthode, il a pu étre démontré récemment que les
lvmphocvtes humains en culture pouvaient syvnthétiser les trois types
d'immunoglobulines. Aprés incubation pendant 48 h a 37° C de 10® lym-
phocytes dans un milien de culture contenant de la glycine marquée au
14 (, du sérum humain est ajouté i ce milicu de culture pour favoriser la
formation en immunodélectrophorése des ares de précipitation avee un
sérum dirige contre les constituants du sérum humain. Par comparaison
avec une autoradiographie de la méme préparation, on peut constater
que la radioactivité se¢ retrouve dans les »G, yA et yM [5, 6]

L Lne nouvelle terminologic a été adoptée récemment par I'Organisation Mondiale
de la Santé [7]:

f“'tl"l‘.'f’". USI‘I‘g(’ ﬂﬂﬂl'?! usﬂgf'
R rat
l"‘zﬁ. 1A :’-‘t
"1'2_“_ M :"‘-[
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l.a combinaison d'une immunoélectrophorése et d'une autoradio-
graphic permet également d'identifier le tvpe d’anticorps produit lors
d"une sensibilisation & un antigéne donné. Dans ce cas, on ne marque pas
Panticorps mais I'antigéne. Par exemple, le sérum de patients sensibilisés
au «ragweeds est soumis a une immunodlectrophorése a I'aide d’'un
sérum dirigé contre les composants du sérum humain. Puis Pantigéne
marqué par ", en occurrenee 'extrait du «ragweeds, est ajouté:
il va done se combiner spécifiquement avee les anticorps qui sont dirigés
contre lul, Ges anticorps sont alors visibles en auntoradiographie. Dans
ce cas particulicr, on peut démontrer que des anticorps anti-cragweed»
appartiennent aux ¢, aux pA ou aux M [8].

Micheli et Goodman [9] onl utilisé la méme méthode: un sérum de lapin
antithyréoglobuline est révélé par un sérum de boue antilapin. L’adjone-
tion de thyréoglobuline marquée par I montre que les anticorps dirigés
contre cette protéine appartiennent i la classe des yG-immunoglobulines.

Le grand avantage de eette méthode est son extréme sensibilité,
puisqu’il est possible de détecter des anticorps antiprotéines dés que leur
concentration dépasse 0,1 pg/ml. Dautre part. la radio-immunoélectro-
phorése se révele également trés utile dans 'étude des anticorps non
précipitants ot des fragments d’anticorps,

3. La structure des anticorps

L’application des isotopes a 'étude de la structure des anticorps a
permis de progresser dans la connaissance de la composition chimique de
ces anticorps, cn particulier de leur site de combinaison. Ce dernier

constitue environ 0.4 a 0.7", de la surlace totale de I'anticorps,

Pressman constata que des anticorps dirigés contre divers groupes
hapténiques perdaient leur activité, lorsqu’ils avaient été iodinés. Si le
site de combinaison était protégé pendant I'iodination par la fixation de
I’hapténe a son anticorps, Uactivité n’était pas maodifiée [10]. Cette cons-
tatation indiquait que le site de combinaison contenait un ou plusieurs
résidus tyrosyl, capables de fixer I'iode. Par 'utilisation de cette méthode
de protection spéeilique, combinée 4 un double marquage, on a pu isoler
des peptides appartenant au site de combinaison [11].

Dans une premiére expérience, le fragment d’anticorps purifié, con-
tenant un site de combinaison dirigé contre le p-azobenzoate, est iodiné
par!2[: dans une seconde expérience, un fragment identique est combiné
a 'hapténe et iodiné par B, Le degré dliodination est le méme pour les
deux portions, Les fragments sont réunis et digérés a la pepsine: on
obtient ainsi des peptides qui peuvent étre séparés par électrophorése
a haut veltage,
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125] et 131 possédant des énergies trés différentes, il est possible de

125]

déterminer le rapport de chaque peptide et de le comparer a celui

1817
du digestat total (fig. 2).

Ce dernier présente un rapport égal a 1, puisque le nombre d’atomes
d'iode est le méme dans les deux portions. Il en va de méme pour la
plupart des autres peptides, sauf s’ils appartiennent au site de combi-
naison, Dans ce cas, le rapport 8’éléve au-dessus de 1, il est de 2 dans le
schéma et serait infini si la prolection était compléte,

125,
Rapport ——
131 [

Fig. 2. Isolement des peptides appartenant au site de combinaison d'un anticorps. —
Az le fragment Fab (FR) d’un anticorps est margqué par 1**1 en absence de 'hapténe, —

B: un fragment identique est combiné a Uhapténe (H), puis marqué par '*'1, 4 la méme
1]

¢tendue que A, Les fragments sont réunis et digérés a la pepsine: le rapport 57 du

digestat total est égal & 1. Apres séparation par électrophorése & haut voltage, la plupart

dez peptides (aire pointillée) possedent un rapport égal ou inférieur & 1. Ln revanche,

si les peptides appartiennent au site de combinaison {aire guadrillée), ce rapport est

supéricur a1, ear le on les résidus tvrosyl du site de combinaison de B n'ont pas réagi
avee 'L

En remplagant liode par le chlorure de lacide p-iodo-henzoique, qui
réagit, non pas avee un résidu tyrosyl, mais amino, Grossberg et collab.
[12] ont montré que les sites de combinaizon d’anticorps dirigés contre
le méme déterminant ne possédaient pas tous la méme teneur en acides
aminés, les sites d’un groupe d'anticorps avant un résidu amino, absent
du site d'un autre groupe.

Dans notre laboratoire, nous nous sommes intéressés a I'étude des
propriétés des fragments d’anticorps. Si on schématise la molécule de

A Huoll, selusveiz, Akaod. momd, Wise, TG 2ﬁ1



yG-immunoglobuline 78 par 'assemblage de quatre chaines polypepti-
diques [16], il est possible par réduction partielle en présence d’agents
dénaturants de scinder la molécule en quatre chaines, deux chaines
lourdes (H = «heavy») avec un poids moléculaire de 60 000, et deux
chaines légeéres (I. = «light») avec un poids moléculaire de 20 000 (fig. 3, I).
En milieu légérement acide, une seission réductive en demi-molécules
est possible (fig. 3, 11).

D’autre part, le traitement enzymatique 4 la pepsine, en présence d’un
réducteur [18], produit deux fragments (Fab — «antigen binding») ca-
pables de fixer ’antigéne correspondant (fig. 3, II1}. Un traitement des
anticorps 78 i la papaine (fig. 3, IV) produit en plus des deux fragments
Fab (I et II selon Porter [19]) un troisieme fragment (Fe ou I11), qui se
fixe non spécifiquement sur les tissus. Lors d’une digestion prolongée a
la pepsine, ce dernier fragment est dégradé en peptides qui ne contiennent
plus d’activité biologique.

160 000) (EC000)
] YR -
) B 7L} L

(20000 120 000} (80 DO (80 000}

chaines
| Il
téguction partielle en réduction el dissaciation
présence d'agents par HCL dilué
dénaturants
- T \

=d] 'r—

-~globuline
111 v
BEpSIe papaing achvée
PRAF @5 marcaplans
fragments
A g \ = . g 5
7L ) L f i L &7 it U L ;
s ) e
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e
L b
Fab Fak

Fig. 3. Schéma illustrant les possibilités de dégradation des 3 G-immunoglobulines

(Fdelman et Gally 1964). Les nombres entre parentheses indigquent les poids molécu-

laires approximatifs. Les surfaces hachurées représentent des régions de liaisons non-

covalentes. Les ponts disulfures sont indiqués par des rectangles noirs (ponts non
scindés) ou des cercles blancs (demi-cystines).
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Il est possible d’étudier la fixation directe des fragments marqués par
B8], en incubant ces fragments avec un antigéne particulaire ct en déter-
minant la radioactivité du complexe antigéne-anticorps rapporté a la
radioactivité totale du fragment ajouté au systéme. On peut utiliser
également une méthode de fixation indirecte, qui consiste & mesurer le
déplacement de la radioactivité d’anticorps marqués par des fragments
d’anticorps non marqués. Dans un premier temps, on détermine la radio-
activité du complexe antigéne-anticorps apreés lavage. Dans un deuxiéme
temps, le complexe est incuhé avec des anticorps ou des fragments non
marqués. On mesure la quantité d’anticorps radioactifs élués aprés cen-
trifugation et on contrdle la radioactivité du complexe aprés élution.

Utilisant la méthode de fixation directe de fragments d’anticorps anti-
érythrocytes de mouton sur ’antigéne homologue, Jaton ct Isliker [13]
ont montré que le fragment Fe se fixait peu sur 'antigéne, lorsqu’on le
comparait aux fragments Fab (I et II) (tab. 1).

Tableau 1
Fixation directe de fragments d’anticorps antiérythrocytes de mouton marqués par
1] sur des stromas d’érvthrocytes de mouton

Fragment Ouantité 97 de fragment
de fragment d’anticorps (**1I)
en jig fixés sur stromas®

Fab (I} 10 19.8
30 19,8
M) 19.5

Fab (IT) 16 224
30 25,8
50 29.0

Fe (III) 10 11.3
S0 109
20 11,8

* Les fragments marqués par '*[ furent incubés 1 h a 37" Cet 3 h & +4° C avec 0,2 ml
d’unc snspension de stromas a 0,19, Les %, indiquent les ¢/m fixés sur les stromas,
apres trois lavages 4 47 € par rapport au nombre total de e/m (Jaton et Isliker [13]).

La fixation des fragments Fab est spécifique, car ils possedent un site
de combinaison, alors que celle du fragment Fc est non spécifique. On
peut le démontrer en étudiant la fixation directe de fragments de y-glo-
bulines humaines sur du tissu hépatique (tab. 2). Dans ce systéme non
spécifique, les fragments Fab ne se fixent pratiquement pas, contrai-
rement au fragment Fe. Sil'on étudie ’cftet de ces fragments sur ’élution
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Tablean 2
Fixation directe de fragments de y-globuline humaine marquée au 11 sur tissu hépa-
tigue humain

Fragment (Quantié 0p de fragment de
de fragment s-globuline fixes®
cn g
Fab (I) 10 0
30 0
100 it
Fab (II) 10 3
30 0,09
104 007
Fe  (IIT) 10 6,6
30 6,2
104 i
G TR 1t 6,6
30 3.8
LK} 9.7

* Les je-globulines furent marquées par "I, puis fragmentées selon Nisonoff [ 18],
incubées 5 min avee 100 mg de tissn hépatique dans un velume de 2.5 ml (Isliker,
Cerottini, Jaton et Mngnenat [15]). La digestion [ut interrompne avant dégradation
du fragment Fe, qui dans ces conditions forme un précipité incolore,

Tableaun 3
Iiffct de fragments de -globulines humaines sur I'élution de j-globulines margquées an
B fixées sur du tissu hépatique®

Fluant Concentration s de
(") seplobulines (1411)

tlués de foie
humain

Fab (I)** 0,1 a4 1

Fab (11) 0,1 8.6 6

Fe (I11) 0.1 23,5 12,7

s-globuline 0.1 13,5 15,6

s-globuline 2 244 29.6

Albumine 0,1 2.6 3.8

Tampon (tri-

¢thanolamine) 015 M 1.0 5.8

* 100 mg de tissu hépatique humain normal furent incubés avee 2,5 ml de -globulines
humaines marquées par '*!1 (5 20 pg), 5 min a 37 C, puis lavés trois fois (Jaton et
Isliker [13]).

** Les fragments furent obtenus par une bréve digestion des y-globulines avee de la
pepsine, suivie d'une réduetion avec 0,01 M de mercaptoéthylamine, traitement i
'iodacétamide et chromatographie sur CM-cellulose [18].
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de y-globulines marquées par B fixées sur le tissu hépatique, on cons-
tate le méme résultat (tab. 3).

Des considérations semblables s’appliquent a la fixation d’anticorps
yM possédant un coefficient de sédimentation de 195, Lorsque ceux-ci
sont réduits en présence de 0,1 M-mercaptoéthylamine, il se forme des
sous-unités 65, incapables d’agglutiner 1’antigéne (globules rouges par
exemple). Si Pon traite des complexes contenant des anticorps 1985
marqués par T par des anticorps réduits ¢t non marqués, on constate
que les sous-unités déplacent la méme quantité de radioactivité (14—169,)
que les anticorps non traités [14]. Dans les mémes conditions, I'eau
physiologique n’élue que 3-49, de la radioactivité (fig. 4). Cette expé-
rience suggeére que les sous-unités 65 des yM-immunoglobulines con-
tennent chacune au moins un site de combinaison. Une moléeule de M
¢tant composée de 6 sous-unites, on peut conclure que la valence immuno-
logique des yM-immunoglobulines est de Pordre de 6 ou plus.

Plus récemment, nous avons étudié les possibilités de conjuguer des
médicaments a des anticorps. Cette étude a pour but de concentrer des
médicaments sur des antigénes microbiens ou tumoraux, afin de diminuer
la toxicité des médicaments oecasionnée par leur cffet sur les tissus nor-
maux [15].

Il s’est avéré que certains médicaments perdent leur activité, lorsqu’ils
sont conjugués a une protéine vectrice. Pour cette raison, il a fallu choisir
des liaisons chimiques susceptibles d’étre seindées sous 'action d’enzymes
présents dans les tumeurs ou 4 proximité des antigénes. Il est évident

o DL FIXATION

/g 4

4 ® MHEMOLYSINE NATIVE
A o a " REDUITE

GR DE MOUTON
GR HUMAINTYPE B

T 1 1 T 1
| 5 1] 15 20 g HCMOLYSINES
100000 200000 ooda CM

Fig. 4. Fixation de hémolysines 198 natives ct 63 réduites sur des globules rouges de
mouton (réactions spécifiques représentées par les deux courbes supérieures). La fixa-
tion non spécifique de ces mémes hémolysines sur des érythrocytes humains du type
B est représentée par les deux courbes inféricures (Jacot-Guillarmod et Isliker |14]).
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que le succes d’une thérapeutique par des médicaments conjugués
dépend de deux facteurs opposés: la rapidité de fixation du conjugué
sur Iantigénc et la vitesse de scission du complexe in vivo.

Nous avons étudié un systéme modele, comprenant Trichomonas foetus
et des y-globulines de lapin anti- Trichomonas foetus couplées au métro-
nidazol par une liaison ester. Pour déterminer ’épuration sanguine et la
distribution in vitro et in vivo de ces conjugueés, il est indispensable d™uti-
liser des traceurs radioactifs, I'anticorps étant marqué par 11 et le
médicament par G ou %8,

Les quelques exemples que nous avons choisis correspondent plus par-
ticulierement a lactivité de notre laboratoire. Il va sans dire que les
méthodes radiochimiques utilisées en immunologie sont trés nombreuses
ct les exposés suivants démontreront les multiples applications des
traceurs radioactifs, qui se sont révélés d'un apport précieux dans la
connaissance des phénoménes immunologiques.

Résumé

Quelques méthodes radiochimiques utilisées en immunelogie sont
déerites.

L’épuration sanguine d'un antigéne marqué permet de suivre la for-
mation des anticorps circulants ct d’apprécier 'influence des rayons X
ou des antimitotiques sur la réponse immunelogique. L’adjonction
d’acides aminés marqués a un milieu de culture favorise la mise en évi-
dence de la synthése in vitro des anticorps. Le type d'immunoglobuline
synthétisé est aisément déterminé par radio-immunoélectrophorése.

La méthode de protection spécifique du site de combinaison d’un anti-
corps, combinée & un double marquage radioactif, permet de préciser la
structure de ce site. L’étude des propriétés hiologiques des anticorps et
de leurs produits de dégradation enzymatique a bénéficié de la trés grande
sensibilité des méthodes radiochimiques, qui permettent également de
suivre le sort de médicaments conjugués a des protéines plasmatiques.

Zusammenfassung

Es werden einige in der Immunelogie verwendete radiochemische Me-
thoden beschrieben.

Die Blut-cclearance» eines markierten Antigens gestattet, die Bildung
zirkulierender Antikérper zu verfolgen und den Einflull von Réntgen-
strahlen oder Antimitoticis auf die immunologische Reaktion abzuschiit-
zen. Die Beifiigung markierter Aminosduren zu einem Kulturmilieu er-
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laubt den Nachweis ciner in vitro-Synthese der Antikérper zu erbringen,
Die Natur des synthetisierten Immunoglobulins ist durch Radioimmuno-
elektrophorese leicht zu bestimmen.

Die Méglichkeit, den Haftbereich eines Antikirpers in spezifischer Weise
mit einem Hapten zu schiitzen und ¢ine doppelte radioaktive Markie-
rung vor und nach Inkubation mit Hapten vorzunehmen, ist fiir die Er-
mittlung der Struktur des Haftbereichs von Bedeutung. Dem Studium
der biologischen Eigenschaften der Antikiérper und ihrer Abbauprodukte
kommt die sehr hohe Empfindlichkeit der radio-chemischen Methoden
zugute, Diese haben sich hesonders bei der Verfolgung des Schicksals von
Medikamenten bewithrt, die an Antikérper oder andere Plasmaciweille
gebunden sind.

Riassunio

Nel lavoro vengono descritti alcumi metodi radio-chimici utilizzati
nell'immunologia. La purificazione dal sangue di un antigene marcato
permette di seguire la formazione degli anticorpi circolanti come pure di
apprezzare l'influenza dei raggi X o degli antimitotici rispetto alla ris-
posta immunologica. L’aggiunta di aminoacidi marcati ad una cultura,
favorizza la messa in evidenza della sintesi in vitro degli anticorpi. II
tipo di immunoglobulina sintetizzato si puoé determinare facilmente me-
diante la radio-immunoclettroforesi. Mediante protezione specifica del
lnogo d’associazione di un anticorpo, in combinazione con marcamento
radioattivo doppio, si pud precisare la struttura di questo.

Lo studio delle propricta biologiche degli anticorpi e dei loro prodotti
di degradazione enzimatica ha beneficiato della grande sensibilita dei
metodi radiochimici, i quali permettono ugualmente di seguire la via
presa dai medicamenti legati alle proteine del siero.

Summary

Some radiechemical methods used in immunology are described. The
blood clearance of a labelled antigen makes it possible to study the for-
mation of circulating antibodies and to judge the influence of X-rays or
of antimitotics on the immunological response. The addition of labelled
amino acids to a culture medium renders possible the demonstration of
an in vitro synthesis of antibodics. The type of immunoglobulin synthe-
sized may be easily determined by radio-immunoelectrophoresis.

The method of specifically protecting the combining site of an anti-
body, with a double radio-active labelling, makes it possible to describe
more precisely the structure of the combining site. The study of the bio-
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logical properties of antibodies and their produets of enzymatic degrada-

tion has taken profit of the great sensitivity of radiochemical methods.

In

our experience, tracer methods have been of invaluable help to follow

the fate of drugs bound to antibodies and other plasma proteins.
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