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SUMMARY 

771 

1) The kinetics of the competitive reactions of three monochlorotriazine reactive 
dyes with water and with sorbitol have been investigated. 

2) The reactions of the monochlorotriazine dyes with sorbitol anions and hydroxyl 
ions can be divided as follows: a) With dyes without a NH-group between the triazine 
nucleus and the other part of the molecule, the reaction follows the simple addition- 
elimination mechanism (A,&), in which the addition of the nucleophile is rate- 
limiting. b) The reactions of dyes containing a NH-group can be explained by assum- 
ing that more than one of the tautomeric isomers arc reactive. With one isomer the 
addition of the nucleophile is the slowest step; with another the base-catalysed de- 
composition of the addition complex is rate-limiting. 

3) The first acid dissociation constant of sorbitol is evaluated (pK, = 13.14; 60”). 
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89. PropribtCs physico-chimiques et immunologiques de 
yG-globulines couplkes & un hapthe par diazotation 

par J.  C. Jaton, H. J. Scholer e t  H. Isliker 
(6 XI1 65) 

En vertu de leur spCcificitC sCrologique, les yG-globulines pourraient servir de 
vecteurs pour porter et d6livrer des agents thkrapeutiques sur des cellules ecibles D 

considCrCes comme antigitnes spkcifiques. Nous avons envisagC, dans la prCsente Ctude 
de coupler un sulfonamide (Fanasill)) aux yG-globulines2) de lapin dirigCes contre un 
micro-organisme, I’Histo$lasma ca~sulatum3), par l’intermkdiaire d’une liaison 
azoique entre l’agent thkrapeutique et la protkine. L’usage des y G-globulines soulitve 
une difficult6 qui provient de I’affinitC de la plupart des yG-globulines pour les tissus. 

1) Nom depose par F. HOFFMANN-LA ROCHE pour la sulfanilamido-4-dim6thoxy-5,6-pyrimidine; 

2, Nomenclature proposic rCccmment par un Comit6 de 1’Organisation mondiale de la Santi 

3) Le champignon Histo$lasma capsulatum, souche H2, f u t  utilis6 sous sa forme levure. 

ce sulfonamide est particulihrement active contre Histoplasma. 

(OMS) PI. 
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PORTER [2] a montrC que l’hydrolyse papainique des yG-globulines d’un poids molC- 
culaire d’environ 150 000 libkre 3 fragments de poids molCculaire 50 000, sCparables 
sur colonne de carboxymCthy1-cellulose. Les fragments Fab (antigen binding frag- 
ment2)) I et I1 posshdent chacun un site de combinaison a l’antighne alors que le troi- 
sihme fragment Fc (crystallizable fragment) est dCpourvu d‘activitk d’anticorps et est 
responsable de la fixation non spCcifique sur les tissus. Ainsi, il est prCfCrable de faire 
usage des sous-unit& Fab qui ne contiennent que les sites spkcifiques de fixation A 
l’antigkne. Ce mCmoire ddcrit les modifications physico-chimiques et immunologiques 
d’anticorps rCsultant de leur conjugaison avec un medicament (Fanasil) ou avec l’a- 
cide sulfanilique. 

Rbsultats. - Coufllage d’une yG-globuline avec l’acide sulfanilique diazote’. Nous 
avons pu faire varier la quantitC du composC aromatique fix6 entre 1 et 70 restes 
par molCcule de yG-globuline. Une yG-globuline de Bouc anti-&rum de Lapin est 
conjuguCe avec de l’acide sulfanilique. Ce dernier, comme la sulfanilamido-4-dim& 
thoxy-5,6-pyrimidine (Fanasil), porte pH 8,6 des charges nkgatives. La conjugaison 
entraine une augmentation de la solubilitC de 1’azoprotCine ainsi formCe i ce pEI; le 
point isodlectrique est abaissC. La quantitC d’acide sulfanilique liC A la protCine peut 
&re estimCe lorsqu’on connait le rapport de sulfanilate diazotC 2. protCine dans le 
mClange rCactionne1. En effet, le tableau I montre que le rendement de conjugaison, 
c’est-8-dire le nombre de groupements fixks 2. la protkine par rapport au nombre de 

Tableau I. Nombre de lnolicules de diazosulfanilate coupldes par mole’cule de ye-globulinea) I 
en  fonction de la quantite’ de diazosulfanilate introduite d a m  la re‘action auec la protkine 

Rapport molaire restes d’acidc sulfanilique rcndement de couplage 
diazosulfanilate coupl6s par molecule de 
yG-globuline dans le yG-globuline b) 

melange rdactionnel 

1 O : l  
2O:l 
40:l 
100:l 
200 : 1 

3 
6.5 

12,3 
30 
68 

30 % 
32% 
31 % 
30 % 
34% 

a) yG-globuline de Bouc anti-serum de Lapin (poids molCculaire: 150000). 
b) Determine par colorim6trie a p r k  scission reductrice du  pont azo‘ique (voir partie expdrimen- 

tale) ; moyennes de 3 ddtcrminations. 

groupements introduits dans la rCaction, est de l’ordre de 30% et ceci jusqu’i un rap- 
port molaire rCactif : protCine de 200: 1. 

Variation de la mobilitk immuno-klectrophorktique [3] de la yG-globuline de La$;% 
anti-Histoplasma en fonction du degrk de copzdation avec le Fanasil. La vitesse de mi- 
gration immuno-ClectrophorCtique des conjuguCs & pH 8,6, comparCe 2. celle de la 
yG-globuline non couplCe, marque une nette augmentation de la mobilitk vers l’a- 
node ; cette augmentation est sensiblement proportionnelle au niveau de conjugaison) 
Elle est due a l’augmentation de la charge nette (par unit6 de surface molCculaire. 
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par suite de l’introduction de charges nCgatives apportCes par la sulfanilamide-4- 
dimCthoxy-5,6-pyrimidine (Fig. 1). 

+ 

+ 

a 

b 
- 

C 
- 

d 

- + 

Fig. 1. Analyse immuno-6lectrophordtique de conjuguds b diffbrents degrds de couFlage 
a) yG-globuline de Lapin anti-Hastoplasma non couplee (prcmikre fraction chromatogra- 

b) yG-globuline-azo-Fanasil : 1 reste de Fanasil par molecule de globuline 
c) yG-globuline-azo-Fanasil : 6 restes de Fanasil par molecule de globuline 
d) yG-globuline-azo-Fanasil : 12 restcs de Fanasil par molecule de globuline 
e) yG-globuline-azo-Fanasil: 31 restes de Fanasil par molkcule de globuline 

Antiserum: d r u m  de Bouc anti-serum de Lapin. 

phique sur DEAE-cellulose) . 

Alzalyse chromatographique d’azoyG-globulines de Lapin sur colonne de DE A E- 
cellulose. Nous avons purifiC les yG-globulines anti-Histoplasma sur colonne chromato- 
graphique DEAE afin d’isoler la fraction dont la charge nCgative est la plus faible: 
cette fraction se trouve contenue dans le premier pic 61uC avec la solution tampon 
phosphates 0 , 0 1 ~ ,  pH 8,O de depart. Le pic est symCtrique (Fig. 2 ) .  Cette fraction ne 
rCv&le B l’immuno-Clectrophorbe qu’une ligne dans la region des yG-globulines de 
faible mobilitC. Une portion de ces globulines est couplee avec le Fanasil diazot6; la 
solution d’azo-yG-globulines obtenue est ultracentrifugee pour enlever des traces 
d‘agrkgats de haut poids rnolCculaire, p i s  chromatographi6e dans les conditions uti- 
IisCes pour la purification des yG-globulines natives. Contrairement au comportement 
des yG-globulines non couplCes, l’allure du chromatogramme montre une rCsolution 
en de multiples composants (Fig. 3) .  En moyenne, 5 B 6 fractions sont sCparCes. Le 
premier pic contient une fraction Cmergeant avec la solution tampon phosphates 
0 , O l ~  B pH 8,O; elle est tr&s peu couplke: un reste de Fanasil par molCcult: de 
yG-globuline, donc peu diffCrente de la protdine non traitCe. Les pics suivants, du 
fait de l’augmentation de la charge nCgative de la protCine couplCe, contiennent des 
fractions dudes avec du tampon de force ionique supCrieure 3. celle du tampon phos- 
phates initial. M6me 3. l’aide de NaCl 1~ ou de solution tampon acCtate O , ~ M  pH 4,5, 
nous ne sommes pas parvenus a Cluer compl6tement Ies dCrivCs conjuguks: une ou plu- 
sieurs fractions restent adsorbCes sur la DEAE-cellulose. En general, nous avons cons- 
tat6 que la quantitC de sulfonamide liC B la yG-globuline augmente de la fraction I B 
la fraction IV (tableau 11). Cette observation est confirm6e par l’augmentation de 
la mobilitC immuno-Clectrophor6tique vers l‘anode des fractions I B V (Fig. 4). Excep- 
tionnellement, quoique la mobilitC immuno-ClectrophorCtique des fractions augmente 
suivant l’ordre d’Clution, une de celles-ci contient moins de Fanasil que la fraction 
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T T I t t T 7  
A B C  D E  F G  

volume de 1'6Luat ( m l )  

Fig. 2. Rechromalographze sur colonne de DEAE-cellulose (2x40 cm) de la prenziBre fraction de 
yG-globulines (150 mg) ilue'e avec le tampon phosphates 0.01 M li p H  8.0 sur l~ mhne adsorbant 

L'Blution a B t B  faite par paliers au moyen des tampons suivants: 

A 100 ml de solution tampon Na,HPO,-NaH,PO, 0,01 M pH 8,0 
B 100 ml de solution tampon Na,HPO,-NaH,PO, 0,05 M pH 6,3 
C 100 ml de solution tampon Na,HPO,-NaH,PO, OJOM pH 6,3 

E 100 ml cle solution tampon Na,HPO,-NaH,PO, 0 , 5 0 ~  pH 6,3 
F 100 ml de NaCl 1.0~ pH 6.3 
G 100 ml de solution tampon acCtatc dc sodium-acide acCtique 0,90~ pH 4.3 

D 100 ml de solution tampon Na,HPO,-NaH,PO, 0 , 2 0 M  pH 6.3 

Volume de I'bluat (ml: 

Fig. 3. Chromatographie s w  D E A  E-cellulose d'zm conjugue' Fanasil-azo-yG-globuline 
anti-Histoplasma 

35 mg de conjugui (17 restes de Fanasil en moyenne par molecule de yG-globuline), ultracentri- 
fuges 2 h A 35000 t/min sont chromatographies sur colonne de DEAE (1x40 cm). Conditions 
d'ilution par paliers, voir legencle de la Fig. 2. Mesures dc densit6 optique effectuees ia 280 nm 

et  330 nm (maximum d'absorption de l'azoyque). 
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Tableau 11. Analyse des fractions d’azo-yG-globdines aprds chromatographie sur DEAE-cellulose 

Designation des picsa) prot6ines r6cupMes dans 1’6luat rapport molaire Fanasil 
(mg) A p r o t h e  

I 
I1 
I11 
I V  
V 

1 
1 3  
9 
8 
6 

1 
4,5 
8 
9 
7 

Total des proteines rCcupCrCes: 25,5 mg sur 35 mg mis en aeuvre, soit 73%. 
a) Selon Fig. 3. 

t 

+ 

a 

b 
- 

C 

- 
d 

Fig. 4. Analyse immuno-dlectrophordtiqzte des fractions chromatogvaphiques du conjugut 
a) yG-globuline, premiere fraction chromatographique sdparbe sur DEAE-cellulose. 
b) pic I; c) pic 11; d) pic 111; e) pic IV; f )  pic V (voir Fig. 3). 
Antiserum: sdrum de Bouc anti-s6rum de Lapin. 

prCckdente. Ce phenomhe n’est pas surprenant si l’on admet que les yG-globulines 
non coupl6es contiennent une petite proportion de molCcules de mobilit6 immuno- 
6lectrophorktique plus grande. Les rksultats montrent que l’hCtCrogCnCit6 de la pr6- 
paration d’azo-yG-globulines apparait par suite de la reaction de couplage (voir Dis- 
cussion). 

Propribths immunologiques de yG-globulines de Lapin anti-Histoplasma, de leurs 
fragments papaaniques et des am-conjugubs corres$ondants. Avant d’Ctudier le compor- 
tement d’un anticorps modifiC, vis-A-vis de son antighe, il convient de rechercher 
tout d’abord les conditions optimales de rCactivit6 de cet anticorps pour son antigkne. 
La determination de la quantitC d’anticorps lorsque ce dernier est ajoutC en quantit6 
croissante ii une dose fixe d’antighe, permet de preciser si l’on se trouve dans la zone, 
respectivement de d6faut d’anticorps, d‘equivalence ou d’excb d’anticorps. Dans ce 
but, nous avons construit une courbe de saturation de 1’Histoplasma par la yG-globu- 
line homologue. La Fig. 5 montre la nette difference de fixation entre les yG-globu- 
lines immunes et non immunes. Dans nos conditions d’exphrience, nous nous rappro- 
chons de la saturation de l’antigbne en incubant 4 lo7 cellules d’Histoplasma avec 
250 pg de yG-globulines anti-Histofilasma. 
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Pour rCaliser les expkriences suivantes, nous avons arbitrairement choisi d’incuber 
250 pg de yG-globulines immunes avec une dose d’Hiistofilasma de 4 lo7 cellules. Les 
immun-complexes ainsi prCparCs renferment environ 6 ,ug de y G-globulines anti. 
Histoplasma fix& sur 20 pg d’azote de l’antigbne (voir Fig. 5). 

loo 1 

\bG-globulines anti-Histoplasma 

G-globulinas normalcs en 01 

- 

I/’ \bG-globulines anti-Histoplasma 

A XG-globulinas normalcs en 01 

3 
I , .  
10 100 250 500 700 1000 

pg do ~G-globulines-R’l ojoutbes 

Fig. 5. Courbe de saturation de Z’Histoplasma par 50% aleticorps havnologuc 

Dose constante d’tlistoplasma capsulatum: 0,l ml de suspension dans du tampon phosphate salin 
3 pH 7,3 (4 . lo’ cellules correspondant 3 environ 40 pg d’azotc). Les globulines immunes et non 
immunes sont ioddes selon HELMKAMP et coll. [20] B raison de 0,s atome d’iode par mol6cule de 
yG-globuline, e t  ajoutees 3 l’antighe dans un volume final de 0,6 ml. L‘incubation dure 14 h 
L 2 O  sans agitation; l’immun-complexe est lave 4 fois avec 1,0 ml de tampon phosphate salin. 
Le pourcentage de la fixation sur 1’Histoplasma se calcule par le rapport de la radioactivitd du 
complexe l a d ,  & la radioactivite totale des yG-globulines ajoutkes. Chaque point du graphique 

rcpresente une moyenne de 2 dCterminations. 

L‘expQience consign6e dans le tableau 111 permet de mesurer l’affinit6 des trois 
fragments d’anticorps anti-Hiistofilasma comparCe B celle des sous-unit& de yG-globu- 
lines lion immunes vis-8-vis du mCme antigcne. Alors que les fragments univalents 
spCcifiques Fab (I et 11) dkplacent les anticorps marquCs au lS1I dans la m2me me- 
sure que la yG-globuline native, le fragment Fc dCpourvu d’activitk d’anticorps ne 
possbde pas cette propriCtC. Le contr6le avec le systbme non immun confirme que la 
fixation non spkcifique est bien due au fragment Fc. 

I1 est important de connaitre 1’altCration de structure tertiaire des anticorps, qui 
peut r6sulter des diffkrentes manipulations chimiques. Comme la tyrosine est impli- 
qu6e dans le site actif de l’anticorps et que le sulfonamide diazotC est attach6 d’une 
faqon covalente, principalement sur cet acide amin6, la forme de ce site peut etre 
modifiCe par la copulation sur une plus ou moins grande Ctendue si bien que 1’activitC 
immunologique pourrait &tre perturbke [4]. Nous avons v6rifi6 ce point en mesurant 
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Tableau 111. Elution d'anticorps anti-Histoplasma marque's au 1311, fixe's SUY l'antigBne, par des 
yG-globulines et leuvs fragments, immuns et non immuns") 

Systhmes Bluants "/o de yG-g10bulines-[1~~1] anti-Hisloplasma 
BluBes de l'antighne aprks incubation de 2 h B 37" 

SystBma immun yG-globuline 29,l 29,2 b) 
Fab (I) 27,6 27,O 
Fab (11) 28.7 29,7 
Fc (111) 9,6 8,5 

SystBmc non immun yG-globuline 5,O 4,1 
Fab (I) 0,05 0,06 
Fab (11) 1,5 0,9 
Fc (111) 4,5 4,3 

Elution de 6 pg d'anticorps marques au lS1I, fixes sur 20 pg d'azote de l'antighe par 400 p g  
d'Bluant ajoutd dans un volume de 0,2 ml. 

a) Fragments produits par l'action de la papa'ine selon PORTER [ Z ] .  
b) Moyennes de 2 expBriences parallkles. 

l'effet de fragments d'anticorps anti-Histoplasma couplb au Fanasil sur 1'Clution de 
yG-globulines anti-Histofilasma marquCes au 1311 (tableau IV). Les fragments Fab 
couplCs au Fanasil conservent la capacit6 d'6luer autant de yG-globulines anti-Hiisto- 
plasma que les fragments natifs. Selon ces expkriences in vitro, on peut conclure que 
la conjugaison du sulfonamide A la yG-globuline n'a pas notablement altCrC les pro- 
priCtCs immunologiques de l'anticorps ; en particulier, son pouvoir de fixation A l'anti- 
&me est maintenu. 

Bien qu'en apparence, le pouvoir de fixation de la globuline anti-Histofilasma et 
de ses fragments couplks soit conservC, nous nous sommes demand6 si cette fixation 
est aussi spkcifique que celle observke dans le cas de la yG-globuline immune non cou- 

Tableau IV. Elution par diplacement d'anticorps anti-Histoplasma marque's au IS1I ,  fixe's sur 
l'antighe, par des fragments d'anticorps couple's et non couple's au Fanasil 

Eluants yo de yG-globulines-[lslI1 diplacBes de 
l'antigitne aprits 6lution 8. 37" pendant 

2 h  6 h  

s_F s; 9 
Fab (I) 19,5 & 2,4 27,X & 1,5 
Fab (I)-azo-Fanasil") 19,6 & 2,l 2X,9 & 0,6 
Fab (11) 24,l & 2,O 32,2 f 1,0 
Fab (11)-azo-Fanasilb) 22,o f 2,2 27,3 & 0,5 
Fc 6 5  f 13 73,5 & 0,l 

Traitement d'un immun-complexe de 4 yg de yG-glob~lines-~*~I] anti-Histoplasma fixes sur 26 yg 
d'azote de l'antigsnc par 0,5 ml d'dluant contenant 500 pg de fragment ou de conjugud. 

a) Le conjugud renferme 9 restes de Fanasil par molkcule de Fab spdcifique. 
b) Le conjugud rcnferme 24 restes de Fanasil par molicule de Fab spkcifique. 
c )  S ;  = erreur moyenne de la moyenne pour un nombre de ddterminations n = 4. 
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pl&e et si l’alteration resultant du couplage n’entraine pas une modification de la 
fixation non spdcifique. Nous avons alors determink la capacitk de fixation B l’antighe 
de yG-globulines-[lslI] anti-Histoplasma couplCes au Fanasil B divers degrCs de conju- 
gaison. Paralldement, nous avons Ctudik le m$me syst&me non immun. Les rksultats 
(tableau V) indiquent que l’augmentation de la fixation est non spbcifique et rCsulte 
de la dknaturation des yG-globulines par couplage. Elle est du mCme ordre de gran- 

Tableau V. Capacitd de fixation SUY I’Histoplasma de y G - g l ~ b u l i n e s - [ ~ ~ ~ I ]  immctnes et non  immunes 
copuldes d diffdrents degrds avec le Fanasil diazotd 

Preparations testees 
(nombre de restes de Fanasil 
par molecule de yG-globuline) systhme immun systeme non immun 

yo de fixation de la dose initiale 

s; s, 
yG-globuline native 14.7 f 0,3 3.9 f 0’2 ”) 
Conjuguk B 3 restes par mol. 5,6 & 0,75 
ConjuguB B 6 restes par mol. 5 5  f 0 3  
Conjugu6 B 16 restes par rnol. 18,5 1,0 7 s  f 0,g 
Conjugu6 2 20 restes par mol. 9,4 f 0,8 

14,9 f 0.9 
15,4 f 0,7 

21,l + 0,6 

Les yG-globulines specifiques et  non spkcifiques sont iod6es selon HELMKAMP et  coll. B raison de 
1 atome d’iode par molkcule [ Z O ] ;  une portion de ces globulines est ensuite conjuguge avec le 
Fanasil diazot6, B divers degrks de copulation. Nous avons mis en contact 25 pg de protkines 
marquees au 1311 (0,OS ml) couplkes et non couplees, avec 4 . 10’ cellules d’Histoplasma. Le volume 

final est de 0,2 ml, e t  le temps d’incubation, de 12 h B 2”. 
a)  Erreur moyenne de la moyenne (s;) pour un nombre de ddterminations n = 9. 

Fig. 6. Diminut ion de l’activite’ prdcifiitante, en  gklose, de yG-globctlines de Bouc anti-sdrum de Lapin ,  
apr2s copulation avec l’acide sulfaniliqzte diazotd 

Le trou central (0) contient l’antigkne: yG-globulines normales de Lapin i 2%. Les trous p6riph6- 
riques renferment les anticorps (solutions 2 1,2% en prot6ines) : yG-globulines de Bouc anti-serum 

de Lapin, coupldes 8. l’acide sulfanilique diazot6 dans les rapports suivants: 
1. 3 restes d’acide sulfanilique par molkcule de yG-globuline 
2. 12 restes d’acide sulfanilique par molecule de yG-globuline 
3. 30 restes d’acide sulfanilique par molecule de yG-globuline 
4. 68 restes d’acide sulfanilique par molecule de yGglobuline 
5. 75 restes d’acide sulfanilique par molkcule de yG-globuline 
6 .  plus de 75 restes d’acide sulfanilique par molecule de yG-globuline 
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deur dans les deux systitmes. Le calcul de l’incertitude sur chaque dCtermination 
montre qu’il n’y a pas d’augmentation significative lorsqu’on compare les valeurs 
immCdiatement voisines. Cependant, cette ClCvation devient Cvidente lorsqu’on com- 
pare un conjuguk peu coup16 avec le mCme fortement charg6. 

Diminutiom de l’activiti $rLci$itamte, em ge‘lose, d ’ w e  yG-globulame de Bouc anti- 
sbrum de La$% copulie avec l’acide sulfamilique diazote’. A partir de yG-globulines de 
Bouc anti-sCrum de Lapin, nous avons pr6parC une s6rie de sulfanyl-azo-conjuguCs 
dont nous avons examin6 l‘activit6 prCcipitante en prCsence de yG-globulines de 
Lapin, A l’aide de la technique de double diffusion en &lose selon OUCHTEIUONY [5]. 
Une ligne d’immuno-pr6cipitation apparait qui tend B devenir de plus en plus faible 
lorsque l’antigitne r6agit avec son anticorps d’autant plus dCnaturC qu’il est plus 
fortement couplk. I1 est Cgalement concevable qu’une inhibition de la prkcipitation 
rCsulte de l’empkhement stkrique causir par la prCsence de restes d’acide sulfani- 
lique i la surface de l’anticorps. Comme le montre la Fig. 6, la ligne de prCcipitation 
est peine visible lorsque le degr6 de couplage de la protkine atteint 30 restes 
d’acide sulfanilique par molCcule de y G-globuline. 

Discussion. - I1 est prkvisible que la conjugaison d’une p r o t h e  avec n’importe 
quelle molkcule organique, acides sulfanilique, arsanilique, $-aminobenzoique, entraf- 
nera une altirration plus ou moins prononcire de ses propriCtCs physico-chimiques et 
biologiques. Les caractitres physiques tels que la structure tertiaire ou le point iso- 
Blectrique sont modifi6s par l’introduction, sur la moldcule protdique, de charges nirga- 
tives apportCes par l’une ou l’autre de ces substances. 

Nous avons constat6 une inhomogirn6it.C des prdparations de Fanasil-azo-yG- 
globulines. I1 est vraisemblable que cette hCt6rogCnCitC provienne a la fois des yG- 
globulines, dont la complexitir de structure primaire a C t C  mise en Cvidence [6], et de 
la +action de copulation. En effet, la diazorkaction crCe, comme le souligne SINGER 
[7], un type d’hCtCrog6nditC consbcutif B la modification des molCcuIes protCiques par 
leur conjugaison avec un haptitne. Dans notre Ctude, le sulfonamide diazotC couplC 
B la protkine peut Ctre consid6rC comme un vkritable hafithe, au mCme titre que les 
groupements azo-benzitne-arsonate ou dinitrophCnyle par exemple [8]. Les compos6s 
diazonium peuvent rCagir avec les rCsidus d’acides aminCs tels que la tyrosine, l’histi- 
dine et peut-&re d’autres encore [9]. La nature diffdrente de ces acides aminCs, aux- 
quels viendront s’attacher les groupements azo, peut expliquer en partie cette hCtCro- 
gCnCit6. D’autre part, puisque la plupart des conjuguCs hapthes-protCines contiennent 
plusieurs groupes haptkniques par molCcule de protCine, chaque haptcne doit se trou- 
ver hi-m&me dans un environnement local diffCrent sur la surface de la molCcule pro- 
tdique. En outre, les hapthnes peuvent Ctre plus ou moins ctorientCs)) & la surface de 
la protCine suivant la nature des liaisons non covalentes entre l’haptbne et les groupe- 
ments voisins du site d’attachement covalent de l’hapthne sur la surface. Une variirtk 
de positions peut &re envisag6e entre les deux extremes, savoir la ((projection)) de 
l’hapthne hors de la molkcule ou sa fixation dams la surface. 

Les propriktks immunologiques des anticorps couplCs varient selon les systhmes 
CtudiCs : l’activitk prtkipitante, en gClose, d’un anticorps de Bouc anti-skrum de Lapin 
est presque complittement abolie dits que le degrC de couplage est Cgal ou suphrieur 
B 30 restes de sulfanilate par mol6cule de yG-globuline (Fig. 6). Dans le cas de l’anti- 
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corps anti- Trickomonas foetus, 1’activitC agglutinante est sensiblement rCduite lorsque 
le degrC de conjugaison atteint 20 A 30 restes de sulfanilate par molCcule de globuline 
[lo]. Cependant, le pouvoir de fixation sur l’antigbne des anticorps couplCs est main- 
tenu in vitro. Dans le syst6me Histoplasma, les fragments danticorps actifs Fab cou- 
ples au sulfonamide Cluent les globulines immunes fixdes sur l’antigbne, dans la mCme 
mesure que les fragments non couplCs (tableau IV). Les rCsultats (tableau V) indiquent 
que l’anticorps fortement char$ (20 restes de Fanasil par molCcule de yG-globuline) 
se fixe plus intendment qu’un conjuguC peu charge (3 restes de Fanasil par molCcule 
de yG-globuline). Ainsi, le pouvoir de fixation d’un conjuguC depend du degrC de 
couplage de l’anticorps. On peut admettre que cette augmentation de la capacitC de 
fixation - qui devient non specifique - traduit un Ctat de denaturation partielle du 
materiel protCique, qui sera d’autant plus prononcC que l’anticorps sera plus forte- 
ment couplC. En conclusion, bien que les anticorps couplCs perdent une partie de leur 
spCcificitC biologique, ils poss&dent toujours la capacitC de se fixer sur l’antigbne cor- 
respondant. 

Cette derni6re propriCtC sugg6re la possibilitC de concentrer une quantitC appre- 
ciable de mCdicament sur le micro-organisme considCr6 comme antighe. Une Ctude 
de l’inhibition de la croissance d’HistoPlasma cafisdatum in vitro et in vivo, par des 
conjuguCs Fanasil-azo-yG-globulines anti-Hislofilmma, sera prCsentCe ailleurs [lo], 

Partie exphrimentale 
Avec la collaboration de Mlle c. BERNARD 

A. MBthodes chimiques. - Couplage de l’acide sulfanilique ou  d u  Fanasil b une yG-globuline 
par diazotation: selon le degrC de couplage dCsir6, nous avons travail16 avec les rapports molaires 
sulfonamide ou acide sulfanilique L p r o t h e  suivants : 10 : 1 ; 20 : 1 ; 40 : 1 ; 100 : 1 ; 200 : 1. 

Diazotation et copulation [gl : nous dissolvons le nombre de pmoles ddsir6es d’acide sulfanilique 
ou de Fanasil dans 5 B 10 ml d’HCI 0 , 2 5 ~ .  Nous ajoutons B la solution refroidie B 0” dans un bain 
dc glace, successivement une solution de NaBr 0 , O l ~  (1 pmole pour 5 pmoles d’acide sulfanilique 
ou de Fanasil, afin de catalyser la rCaction [11] et de prdvenir l’auto-copulation [U]) puis goutte 
B. goutte, sous agitation magnktiquc, une solution de nitrite de sodium 0 , l ~  en faible excbs. Aprbs 
la dernikre adjonction nous contr6lous la presence d’un excbs de nitrite au moyen de papier iodo- 
amidonnd. La solution de diazotation ainsi prCparCe est abandonnee 2 h B 0”. 

Copulation avec la  yG-globuline: la solution du sel de diazonium est introduite goutte B goutte 
dans la solution proteique tamponnee B pH 9,0 au moyen d’une solution d’hydroghocarbonate de 
sodium 0 , l ~ .  L’opCration s’effectue L l’aide du pH-stat; le pH est maintenu k 9,0 par adjonction 
continue de NaOH 1 ~ .  Le sel de diazonium qui n’a pas r6agi est BliminC par dialyse pendant 12 h 
contre une solution tampon borax-H,BOs ( 0 , 0 5 ~  en borax et O , ~ M  en H,BO,) B. pH 8,2, puis par 
filtration sur gel de Sephadex G-25 CquilibrC avec le m&me tampon. La solution de l’azoprot6ine 
est concentree B petit volume par dialyse contre de la polyvinylpyrrolidone B 40%. puis dialysee 
pendant 48 h contre du tampon phosphate salin L pH 7,3 ( 0 . 0 1 ~  en Na,HP04-NaH,P0, e t  
0 , 1 5 ~  en NaCl [13]). Par ultracentrifugation dc 2 h L 35000 t/min L 0”, nous dliminons une petite 
portion de protdines agrdgies, fortement couplees, qui se ddposent au fond du tube L centrifuger 
en une masse gdifiee (2 & 5% du conjuguk total). 

Dosage du conjugud sulfonamide-azo-~rotdane: la teneur en proteine est dosee par micro- 
KJELDAHL [14]; l’azote total comprend l’azote du reste sulfamidique et  du groupement azoique. 
La quantite de sulfonamide (ou d’acide sulfanilique) coup16 est Evalude par dosage coloridtrique 
aprks riduction du pont azoique comme suit: dans un petit becher, nous ajoutons L une prise de 
conjugu6 (1 k 1,5 mg de protkine dans 0,1 k 0,5 ml), 5 ml de SnCl, O , ~ N  dans HC1 5 ~ .  L’air con- 
tenu dans lc bCchcr est remplacC par de l’azotc. La solution se dCcolore instantankment et une 
18gkre opalescence se produit (prkcipitation de la partie protidique). Sn4+ et  l’excks d’ions Sna+ 
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sont diminis par prdcipitation B pH 6 au moyen de NaOH 5 ~ .  Apres filtration sur doublc papier- 
filtre e t  lavage clu precipit6, le filtrat limpide contenant le sulfonamide [ou l’acide sulfanilique) 
regenere est port6 B 100 ml, puis on y dose le compos6 aromatiquc colorimdtriquement selon 
RRATTON & MARSHALL [15]. 

€3. MBthodes immunologiques. - Antigsne: les cellules formolinisdes e t  lyophilisees de la 
souche d’Histoplasma capsulatum (forme levure) sont conservees 8. - 20’ dans des ampoules 
scellees. Au moment de l’emploi, l’antigkne est mis en suspension dans du tampon phosphate 
salin [13] & pH 7,3 B une concentration d’environ 4.1OS cellules par ml. Le comptage s’effectue 
A l’aide de la chambre THOMAS. 

Antise’rums; lcs lapins (Fiillinsdorfer Hasenkaninchen) reGoivent 15 injections i.-v., B raison 
cle 3 par semaine, d’environ los cellules d’Histoplasma tuCes par formolinisation et chauffage. 11s 
sont saignes le 408 jour apres la premikre injection; les sCrums sont rdunis si le titre des anti- 
corps determind par fixation du complement n’est pas inferieur A 1 : 1024. 

Isolement des yG-globulines de Lapin et de Bouc: les serums normanx dc Lapin et anti-Histo- 
plasma ainsi que le serum de Bouc anti-sCrum de Lapin sont prkcipites par le sulfate d’ammonium 
i une concentration finale de 40%. Les prCcipitCs, lavCs deux fois avec la mdme solution saline, 
sont dissous dans 10 ml de solution tampon phosphate salin, dialyses contrc l’eau courante pen- 
dant 12 h puis finalement dialyses contre 2 1 de solution tampon Na,HPO4-NaH,PO4 0 , O l ~  B 
pH 7,3. Les prkparations de yGglobulines sont alors purifiees par chromatographie sur diethyl- 
amino-ethyl-cellulose (DEAE) selon FAHEY ct  coll. [16]. La premiere fraction Clu6e avec le tampon 
phosphates 0 , O l ~  B pH 7,3 cst concentrdc par dialyse contre la solution de polyvinylpyrrolidone 
& 40% tamponnde 8. pH 7,3, puis dialys6e B nouveau contre du tampon phosphate salin B ce 
m6me pH. 

Les details relatifs B la chromatographic d’azo-yG-globulines anti-Histoplasma sur DEAE- 
cellulose figurent plus haut sous Rksultats. 

Immuno-dlectrophor~se: la premiere fraction chromatographiquc est analysee 8. l’aide d’un 
sdrum de Bouc anti-se’rum de Lapin selon la micro-mdthode de SCHEIDEGGER [17]. Aucune con- 
tamination par d’autres constituants n’est apparente. L’analyse immuno-e’lectrophoritique des 
prkparations cl’azoproteines est executee selon la mCme technique. 

Analyse par immuno-daffusion dans l’agar selon OUCHTERLONY [5]) les preparations d’anti- 
corps de Bouc anti-sdrum de Lapin conjugues B diffdrents degrds de couplage avec l’acide sulfa- 
nilique sont analysees contre une yG-globuline normale de Lapin. 

Digestion des yG-globulines: Les yG-globulines normalcs dc Lapin et  anti-Histoplasma sont 
hydrolysees par la mercuri-papaIne (WORTHINGTON BIOCHEMICAL CORPORATION, Freehold, New 
Jersey) en pre‘sence d’EDTA et  de cysteine [18] ; les fragments obtenus Fab [I et  11) et Fc sont 
sCparCs sur colonne de carboxymethyl-cellulose selon PORTER [Z]. 

Ultracentrifugation ; les yG-globulines de lapin et leurs fragments papainiques Fab et Fc sont 
examines B l’ultracentrifugeuse analytique (BECKMAN SPINCO, modkle E) ; ils migrent comme des 
pics symdtriqucs dont les coefficients de sedimentation sont respectivement de 6,5 S pour lcs 
yG-globulines e t  3,5 S pour lcurs fragments. 

Iodation: les yG-globulines immunes e t  non immunes sont marquees par l‘iode 131 selon la 
technique de MCFARLANE [19], modifiee par HELMKAMP et  coll. [ZO] ,  B raison de 0,s atome d’iode 
par molecule de yG-globuline. Les preparations contiennent de minimes quantites de iode fix6 par 
des liaisons non covalentes (moins de 1% de la radioactkite totale de la proteine marqude). La 
radioactivite est mesuree dans un compteur B cristal, type NUCLEAR Chicago, modele 1810. 

Saturation de Z’Histoplasma capsulatum par la yG-globuline de Lapin immune et non immune: 
nous employons une dose constante d’antigkne: 4 .  lo7 cellules dans 0,1 ml dc tampon phosphate 
salin B pH 7,3 (corrcspondant 8. environ 40 pg d’azote). 0.5 ml de globulines immunes ou non 
immunes marquees au 1811, en concentration croissantc, sont incubees pendant 14 h B 2” sans agi- 
tation avec 0, l  ml de la suspension d’antigkne. Aprks 4 lavages du complexe B Oo,  chaque fois 
avec 1,0 ml de tampon phosphate salin 8. pH 7,3, le culot de centrifugation des cellules (volume: 
0, l  ml) cst transfer6 dans un tube & compter et l’on determine le pourcentage de fixation sur 
1’Histoplasma de la dose de globuline mise en ceuvre. 
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Prdparation des immun-complexes: nous incubons 4 ’ 107 cellules d’Histoplasma avec 250 pg 
de yGglobulines specifiques marquCes au 1311. Le 4,7 yo de la dose initiale reste fix6 aprbs 4 lavages 
du complexe. Ce rapport antig&ne- anticorps correspond B un debut de saturation de 1’Histoplasma 
(voir Fig. 5). Nous avons donc dans un volume de 0.1 ml, environ 12 pg d’anticorps marques fix& 
sur 4 . l o 7  cellules soit 6 pg d’ant i~orps- [~~~I]  fix& sur 20 pg d’azote de l’antighe dans un volume 
de 0,05 ml. 

Elution d’anticorps-[13lI] f ixis SUY l’antigine par  des yG-globulines de L a p i n  immunes  ou non 
des conjuguds avec Ee F a n a d  et des fragments de ces protiznes natives: nous repartissons dans une 
sBrie de petits tubes de 1 ml, 0,OS ml de la suspension de I’immun-complexe ci-dessus, de radio- 
activit6 connue (6 pg d’anticorps marquCs, fixes sur 20 pg d’azote de l’antigbne). Nous ajoutons 
i chaque tube un large exc&s (400 B 500 pup) de yG-globulines, de fragments ou de globulines cou- 
plBes au Fanasil, non marquls. Le volume final est complBt6 a 1,0 ml avec le tampon phosphate 
salin B pH 7,3. Lcs tubes sont alors incubes 2~ 37” pendant un temps variable seIon les essais, sans 
agitation. La mesure de la radioactivit6 restant dans le culot de cellules (ou apparaissant dans le 
surnageant) a p r h  Blution et lavages permet de calculer la proportion de yG-gl~bulines-[~*~I] Blukes 
de l’antighe. 

RGSUME 

Ce travail traite des modifications physico-chimiques et immunologiques d’anti- 
corps, rCsultant de leur copulation avec un sulfonamide (Fanasil) et avec l’acide sulfa- 
nilique diazotks. La rkaction de couplage permet dintroduire & volont6 1 a 70 restes 
d’hapthne par molCcule de yG-globuline. Bien que la yG-globuline native avant cou- 
plage soit homoghe, les azoyG-globulines obtenues par copulation se cornportent 
comme des substances hCtCrog6nes en chromatographie sur DEAE-cellulose. Les y G- 
globulines anti-Histofilasma capsdatum, couplees au Fanasil conservent leur pouvoir 
de fixation a l’antigkne. Cette propriktk suggbre la possibilitk de concentrer spCcifique- 
ment une quantitC apprbciable de mCdicament sur le micro-organisme Histoplasma. 

Institut de Biochimie de 1’Universitk de Lausanne 
et DCpartement de MCdecine expCrimentale 

de F. HOFFMANN-LA ROCHE, S. A. (Bgle) 
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90. Exposition ii la lumike de plaques cristallines de bromure 
d’argent, au cows de leur dkveloppement blectrolytique 

par R. Steigerl) e t  Ch. G. Boissonnasa) 
(26 XI 65) 

L’un de nous a dCcrit, dans deux publications prkliminaires [l] [ Z ] ,  des observa- 
tions effectuCes au cours du dbveloppement de plaques polycristallines de bromure 
d‘argent pur, d‘Cpaisseur comprise entre 50 et 200 microns et de 2 cm de diamhtre 
environ. 

Le dispositif est reproduit schematiquement sur la fig. 1. La plaque de bromure d’argcnt flotte 
sur de l’eau. Un fil de platine est en contact avec la face superieure. Une goutte d’eau recouvre 
le point de contact. Afin d’obtenir une difference de potentiel permettant le developpement d’un 
grain d’argent, on place un revelateur photographique dans le recipient de gauche, un pont ionique 
au nitrate de potassium faisant communiquer les deux rkcipients. On peut aussi brancher une 
batterie sur le conducteur mdtallique si on desire obtenir une rCduction plus rapide, le pBle nkgatif 
se trouvant du cBt6 du contact platine-bromure d’argent (ce dernier dispositif n’est pas represent6 
sur la figure). Dans ces conditions on obtient, comme on sait, un grain d’argent s’etendant 
partir du point de contact et, lors d’une Blectrolysc prolongee, traversant la plaque. 

C 

Fig. 1. 
Dispositif schkmatique d’expkrimentation 

A :  Plaque de AgBr flottant sur l’eau 
B: Goutte de rkvklateur ou de solvant 
C: Pont ionique (KNO,) 
D : Revelateur 

A G : Galvanom5tre D 

Dans la premi&re communication [l] il a C t C  montrC que 1’intensitC du courant 
d’6lectrolyse est dCterminCe par le nombre d’ions bromure quittant le cristal pour 
passer en solution. Dans la deuxihme communication il a 6t6 constat6 que, si au cours 
du developpement le cristal est expos6 A la lumi&re d’un Cclair 61ectronique3), l’inten- 
sit6 du courant s’abaisse brusquement, parfois d’un tiers 011 meme de la moiti6 de sa 
valeur, pour reprendre lentement, apr&s une dur6e qui peut atteindre 20 minutes, la 

1) CIBA PHOTOCHIMIE S.A., Fribourg. 
2) Institut de chimie, Universite de Neuchltel. 
3) BRAUN BABY F 60, env. 108 lux pendant l/looo s. 


