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Preface

THE Proceedings of the Sixteenth Colloquium are devoted to three main
topics selected from the general field of protein chemistry. The biophysical
topic is concerned with conformation and structure. The second topic is
related to pathology and considers the proteins of bodily secretions.
The third topic gives a selection of technical and methodological papers,
a number of which are centered around electro-focusing.

Conformation and structure of protein molecules was introduced by papers
discussing protein models. These models are either simple synthetic
polypeptides or mechanical structures. In both instances it is the objective
to simulate function through an appropriate representation of structure.
The functional approach to conformation combines physiological signifi-
cance with chemical and physical appearance of the protein. For enzymes
such as lysozyme and for the immunoglobulins a fairly detailed insight
into structure—function relationship has already been established. The
dielectric and the optical behaviour of protein solutions were extensively
considered and the results are the more interesting that they are obtained
on intact proteins.

Proteins of bodily secretions are reviewed according to their organ of
origin, but inside each organ proteins are grouped around their function.
Protection against infection through immunoglobulins is extensively
treated for the nasal and for the intestinal secretions. In milk, iron trans-
port, and in gastric juice the B;s transport acted as centres of interest.
It seems that the study of proteins of bodily secretions leads the way
towards the study of tissue proteins, which might turn out as a good topic
for one of the next meetings.

In the technical section a new technique appeared, namely electro-focus-
ing. A few papers discussing technical details about purification, identifica-
tion or determination of given protein fractions have been collected under
this heading.

The Academic Lecture was a comprehensive review of the immunology
of proteins given by Professor Grabar, one of its founding fathers. It is
a pleasure to remember that the first occasion for Professor Grabar
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Xiv PREFACE

to bring his immunoelectrophoretic technique to the attention of the scien-
tific world outside France was the Second Colloquium in 1954,

It has been a stimulating experience to steer this meeting through its
sixteenth edition and to follow the development of protein research at the
hand of the work from so many excellent research-groups.

DRr. HuUB. PEETERS
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ACADEMIC LECTURE

Analyses Immunochimiques des Tissus

P. GRABAR

LA spECIFICITE des réactions immunologiques a incité beaucoup de cher-
cheurs, dés le début de ce siécle, a les utiliser pour comparer entre eux les
constituants de divers tissus d’'une méme espéce ou ceux des tissus analo-
gues de diverses espéces d’Animaux ou de Végétaux. Il serait vain d’essayer
de mentionner, ne serait-ce que les principaux résultats publiés sur cette
question et, dans ce qui suit, nous nous limiterons a ne citer que quelques
exemples. Nous ticherons, par contre, d’envisager certains aspects généraux
qui peuvent &tre dégagés de nos connaissances actuelles.

Depuis longtemps déja, deux notions fondamentales ont été mises en
évidence: ’existence d’une spécificité antigénique d’espece et d’une certaine
spécificité d’organes ou de tissus différents. Cela voulait dire qu’un organe
ou tissu différencié contenait des antigénes (ou tout au moins des déter-
minants antigéniques) particuliers et caractéristiques de cet organe ou
tissu. D’autre part, on admettait que des constituants analogues existant
dans les espeéces différentes se distinguent par leurs structures antigéniques.
Cependant, les méthodes immunologiques qui ont été utilisées dans la
premiére moitié de ce siécle ne permettaient généralement pas de préciser
ou de définir les divers constituants, sauf lorsqu’on en possédait au moins
certains & I’état pur et parfois lorsqu’on arrivait & épuiser convenablement
les immunsérums utilisés.

L’introduction de méthodes physico-chimiques telles que I'ultracentri-
fugation, V'ultrafiltration fractionnée, puis I’électrophorese et plus récem-
ment la chromatographie ou la filtration d’exclusion, ont fourni des moyens
de séparation ou de définition de constituants présents dans un extrait
de tissu. Mais trés souvent, il existe des constituants dont les propriétés
physico-chimiques sont tellement voisines que I'on n’arrive pas a les dis-
tinguer a ’aide de ces méthodes.

L’étude des constituants des tissus a été grandement facilitée par des
méthodes immunologiques nouvelles, telles que les précipitations en milieu

1



2 P. GRABAR

gélifié, et surtout I’analyse immunoélectrophorétique (A-1.E.) qui permet
de mettre en évidence et de définir des constituants de mélanges, méme
trés complexes, par deux et souvent trois critéres totalement différents,
a savoir: la spécificité antigénique, la mobilité électrophorétique et les
propriétés chimiques ou enzymatiques (grice a 1’emploi de.colorants
particuliers ou de substrats donnant des produits colorés oucolorables)V.
Plus récemment, ont été décrites des techniques supplémentaires qui
permettent d’augmenter la sensibilité des réactions. Il s’agit d’un marquage
des antigénes ou des anticorps, soit par des éléments radioactifs (cette
technique a regu le nom de «radio-immunoélectrophorése»‘?, soit par des
colorants fluorescents'®, soit enfin par des enzymes‘®. Les anticorps
ainsi marqués peuvent aussi &tre utilisés pour préciser en microscopie
optique®, ou électronique'® I’endroit précis dans des cellules ol se
trouvent ces antigénes. Dans une certaine mesure, 'emplacement d’un
antigéne 3 I'intérieur d’une cellule peut &tre aussi décelé lorsqu’on étudie
les sous-fractions cellulaires obtenues par des centrifugations différen-
tielles. Notons enfin que, dans certains cas, la mise en évidence d’un effet
cytotoxique d’un anticorps peut fournir des renseignements utiles.

L’inconvénient majeur des méthodes basées sur la précipitation spéci-
fique est que I’on ne peut étudier que les antigénes solubles, tandis que
I'inconvénient principal de toutes les méthodes immunologiques est la
hécessité d’avoir un bon immunsérum contenant des anticorps envers
le maximum possible de substances contenues dans un tissu ou des cellules
donndes. Or, il n’est pas toujours facile d’obtenir de tels immunsérums
et de ce fait, nos connaissances des constituants présents dans un tissu
sont toujours limitées.

Avec les immunsérums de Lapins que nous avons pu obtenir, nous
n’avons généralement pas observé plus de douze 4 quinze constituants
dans des extraits de divers tissus, en excluant naturellement les constituants
sanguins toujours présents dans ces extraits. Or, il est évident que chaque
cellule doit contenir beaucoup plus de constituants distincts si 'on envi-
sage seulement le nombre d’enzymes différents qui sont essentiels pour le
métabolisme de ces cellules. Si on n’en décéle que peu, cela peut s’expliquer
soit parce que les autres sont & une concentration inférieure a la sensibilité
des méthodes utilisées, soit parce que I'immunsérum ne contient pas
d’anticorps correspondants & ces constituants. Cette déficience pourrait
s’expliquer par la faible antigénicité de certains constituants des tissus
due a la similitude antigénique de ces substances avec les constituants
endogénes de ’animal fournisseur d’immunsérum. Dans nos études, nous
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avons souvent été obligés d’immuniser des lapins pendant de nombreux
mois pour obtenir des immunsérums riches en anticorps précipitants
envers des tissus de Rats, tels que la rate et le thymus, et seuls quelques
uns des lapins injectés ont fourni des sérums suffisamment riches en anti-
corps précipitants.

Lorsqu’on veut analyser des cellules ou des tissus, on se heurte souvent
a un autre aspect méthodologique, I’extraction des constituants de ce
matériel. A ma connaissance, il n’existe pas de méthodes générales conve-
nables. En effet, le but étant de connaitre d’une part les constituants qui
proviennent réellement de ces cellules, il faut d’abord tdcher d’éliminer
toutes les contaminations possibles. D’autre part, on aimerait connaitre
tous les constituants de ces cellules, il faut donc éviter toutes pertes possi-
bles. Enfin, il faut faire trés attention a ne pas provoquer, au cours d’une
extraction, de modifications ou dénaturations des constituants que Pon
extrait, par exemple par I’action des protéases présentes dans ’extrait.

En ce qui concerne les contaminations, il y en a toujours et pratiquement
il est extrémement difficile de se débarasser entiérement des constituanis
sanguins lorsqu’on fait des extraits de tissus. Il serait naturellement mieux,
si ’on pouvait obtenir des suspensions de cellules isolées et les laver con-
venablement. Mais ces cas sont rares et des lavages prolongés pourraient
aboutir & des pertes de constituants des cellules par extraction. Il est de
toute fagon nécessaire de contrdler la présence dans les extraits de consti-
tuants sanguins, ce qui est facile grace aux méthodes immunochimiques,
et d’en tenir compte.

Comme déja mentionné, on aimerait connaitre tous les constituants,
donc éviter les pertes mais aussi arriver 4 solubiliser ces constituants,
lorsqu’on utilise pour leur mise en évidence les méthodes de précipitation
spécifique. Dans certains cas, on arrive 4 solubiliser des constituants
insolubles dans les milieux aqueux habituels a ’aide de techniques spéci-
ales, telles que 'emploi de solutions concentrées d’urée, de détergents ou
de I'alcool butylique, etc. On peut encore envisager 1'utilisation de métho-
des plus drastiques, & savoir une attaque modérée par des enzymes. En
effet, on peut arriver ainsi & obtenir des produits de dégradation solubles
qui réagissent encore fort bien avec les anticorps‘®. Il faut cependant prou-
ver ensuite que ces produils proviennent réellement d’une seule substance
lorsqu’il y a apparition de plusieurs produits de dégradation.

Dans nos études sur les constituants des érythrocytes, nous avons con-
staté que, simplement en lyophilisant les stroma, on arrive ensuite a solu-
biliser jusqu’a 90%; de leurs constituants‘®.
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D’une maniére assez générale, les substances peu ou pas solubles font
partie des membranes cellulaires. Or, ces constituants peuvent jouer
un réle important notamment en ce qui concerne ’histocompatibilité et les
cellules tumorales. L’isolement de ces substances et leur identification par
les méthodes immunologiques présentent donc un intérét considérable.
SiI’on n’arrive pas a les solubiliser, on est obligé de s’adresser 4 des métho-
des autres que la précipitation spécifique. On peut utiliser soit la fixation
du complément, soit des anticorps marqués par des colorants fluorescents,
des ¢éléments radioactifs, ou des enzymes. On peut aussi observer Ieffet
cytotoxique en présence du complément. Or, toutes ces méthodes, tout
en étant souvent utiles et plus sensibles que la précipitation spécifique,
ne permettent pas de distinguer les antigénes entre eux, lorsqu’on a affaire
a un mélange ce qui est presque toujours le cas. Parfois, il est possible
de contourner la difficulté en effectuant des absorptions progressives et
fractionnées des immunsérums de maniére & obtenir un sérum mono-spéci-
figue. Cependant, pour prouver qu’il est réellement mono-spécifique, il
faudrait pouvoir effecteur des contrdles a I’aide de méthodes de précipita-
tion spécifique et donc obtenir I’antigéne en solution.

Dans de nombreuses études, et particuliérement lorsqu’on veut préciser
quels sont les constituants spécifiques d’un certain tissu, on doit effectuer
des absorptions de I'immunsérum afin d’éliminer les anticorps qui réa-
gissent avec des substances qui sont présentes dans d’autres organes ou
liquides de I’organisme. Lorsqu’on n’envisage que les constituants solubles,
on peut se rendre compte de la présence d’antigénes communs a d’autres
tissus en effectuant des A-I.E. comparées de divers tissus a ’aide du méme
immunsérum. On observe souvent des antigénes communs dans des tissus
tres différents.

Il arrive parfois que 'absorption d’un immunsérum pose des problemes
délicats. Ainsi, lorsqu’on essaye de démontrer qu’une substance est spéci-
fique d’un certain tissu, si cette substance passe normalement dans le cou-
rant sanguin et que I’on absorbe 'immunsérum anti-tissu par du plasma,
on élimine ainsi les anticorps spécifiques de cette substance. Nous avons
eu un cas de ce genre lorsque nous avons étudié les constituants de la
moelle osseuse du Rat. Ce n’est qu’en lavant abondamment les suspensions
des cellules de la moelle et en contrdlant les lavages jusqu’a disparition
de toute réaction avec un immunsérum antisérum normal total, que nous
avons pu montrer que I’extrait des cellules lavées contient de la transfer-
rine'®. La présence de cette protéine est certainement normale dans des
cellules parmi lesquelles on trouve des €érythroblastes, mais avec un



