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Imunoglobulinas sdo um grupo de proteinas estrutural
mente relacionadas, cujo modelo basico & composto de quatro ca-
deias polipeptidicas, sendo duas ;adeias pesadas (peso molecu-
lar alto) idénticas e duas cadeias leves ({(peso molecular baixo)
idénticas, unidas covalentemente por pontes dissulfeto inter
cadeia (EDELMAN, 1959; PORTER, 1959; PORTER, 1962; FLEISCHMAN e
colab., 1962 ; EDELMANe colab., 1969}.

A biossTintese de imunoglobulinas ocorre em celulas
linfeides principalmente p?aSmdbites. A maior parte destas mo]§
culas sao encontradas nos fluidos internos e secrectes do orga-
nismo, constituinde o mecanismo de defesa imune humoral. Uma pe
queha parte se fixa a superficie de linfOcitos e macrofagos e
pode funcionar como receptores de antigenos ativaado a resposta
imune mediada por celulas (DICKLER, 1976).

Na especie humana s3o identificadas cinco classes an
tigenicas de.imanoglobu1inas imunoeletroforeticamente distintas:
IgG, IghA, Igh, IgD e IgkE.

As imunoglobulinas humanas da classe IgG sao consti-
tuidas de guatro subclasses segundo o tipo de cadeia pesada
I1gGl, I1gG2, IgG3 e IgG4. Essas subclasses dido reacdao cruzada (o
que demonstra similaridade de estrutura antigénica), mas sao de
tectados tambem determinantes antigénicos subclasse especificos
localizados na regiao CH (regiao constante de cadeia pesada )

(TERRY e colab., 1964; FRANGIONE e colab., 1969a; FRANKLIN,19786 ;.



A classificacdio antigenica de classes e  subclasses
de imunoglobulinas & feita em termos de determinantes isotipi-
cos, alotipicos e idiotipicos. Os determinantes isotipicos sao
marcadores das moleculas de imunoglobulinas das classes IgG,IgM,
Igh, Igb e IgE e dos tipos kappa e lambda, presentes em todos
os individuos de uma mesma especie. 0s marcadores alotipicos
distinguem formas polimorficas de imunoglobulinas, que nao estao
presentes em todos os individucs de uma mesma especie. Sdo as
especificidades Gm, Km e AZ2m (A2ml e A2m2 caracteristicos de
.IgAZ) codificadas por gens alelos. As variantes idiotipicas ca-
racterizam anticorpos individuais e se localizam no sitio combi
natdoric da molecula de anticorpo e podem caracterizar uma imunc
globulina monoclonal {idiotipo Unico) ou eniio um nGmero peque-
no de imunoglobulinas (idiotipo compartiihado}.( GRUBB, 1570 ;
NATVIG e colab., 1973; SPIEGELBERG, 1974; RODKEY, 1974; SEIDMAN
e coleb., 1978; BINZ e colab., 1975 , CAZENAVE e colab, 1974).

Em camundongo, rato e no homem ocorrem proteinas ho-
mogeneassexcretadas por plasmdocitos neoplasicos.de patelogias Tin
foproliferativa do tipo mieloma mtltipio,sendo que os marcado=
res antigeénicos transportados por estas proteinas permitem sua
caracterizacao como representantes da populacao normal de anti-
corpo. Cada populacao proteica presente no soro paraproteinemi-
co representa uma super producao de um tipo de molecula de
"imuncglobulina normal" em quantidadé suficiente para permitir

seu isolamento e caracterizaciao imunoquimica precisa ( COHEN e




e ;o?ab., 1967; POTTER, 1972; SALMON, 1973 ; SOLOMON, 1977).

| A primeira cadeia gama completamente sequenciada foi
a cadeia Y1 da proteina Eu {(EDELMAN e colab., 1969}, cujo §istg
ma de numeracao e frequentemente usado como base para a comﬁarg
cdo entre as cadeias gama.

As cadeias polipeptidicas pesadas (M) e leves (L) es
tdo arranjadas em regices de homologia (ou dqm?nias) circunscri
tas por uma ponte dissulfeto intra-cadeia, constituindo uma alcg
que engloba 52 a 59 residuos de aminoacidos.

Foram identificados na cadeia pesada os dominios de
regiao constante CH1, CHZ e CH3 e o dominio de regiio variavel
VH; na cadeia leve foram caracterizados os dominios VL ( de re-
gizo variavel) e CL (de regi3o constante). Entre os dominios
CH1 e CH2 foi descrita a regiao da dobradica, que se caracteriza
estruturalmente pela presenca das pontes dissulfeto inter ca-
detfas H e teor alto do residuo prolina como marcador natural des
ta regiao molecular.

Estudos de sequencias desoxinucleotidicas de DHA clo
nado preparado pela tecnologia de DNA recombinantesmostram que
a regiao constante de cadeia Y1 & codificada por quatro exons,
um para cada um dos trgs dominios (CH1, CHZ e CH3) e outro para
"a regiao da dobradica {TONEGAWA e colab., 1977; LEDER e colab.,
1979; SAKANO e colab., 1979 3 HONGO e colab., 1978).

A caracterizacao da estrutura primaria ao redor das

pontes dissulfeto intercadeia didentifica cada subclasse de IgG



(PINK e colab., 1967a, 1967b ; FRANGIONE e colab., 196%a). Des
ta maneira as proteinas IgGl (Fig.1) se destacam das outras sub
classes de IgG por apresentar as pontes dissulfeto intmwﬁdeia
H-L de maneira simetrica e muito proximas das pontes intefca-
deias H-H, enquanto que em IgG2, IgG3 e IgG4 a jungdo H-L esta
cerca de 50 residuos distante da junc3o H~H ( nas proteinas IgGT
a cisteina na posicdo 220 de cadeia H © aquela responsavel pela
ponte dissulfeto H-L,enquanto que a cisteina equivalente presen
te na cadeia pesada em outras subclasses estd na posigao 131).

0 nimero de pontes dissulfeto intercadeia H agrupa-
das na rec¢iZo da dobradiga & varidvel: IgGl e IgG4 apresentam
duas pontes dissulfeto, I1gG2 possui quatro e IgG3 onze pontes
dissulfeto nesta regido (FRANGIONE e colab., 196%a ; MICHAELSEN
e colab., 1977).

Evid%ﬁcias experimentais acumuiadaskaté a presente
data indicam que 0% diferentes dominios arranjados linearmente
nas cadeias polipeptidicas e que constituem o modelo tetramériw
co IgG, tem diferentes fungGes. Os dominios de regiao variavel
de cadeia leve (VL) e de cadeia pesada (VH)cedificados por gens
independentessconstituem o sitio combinatdorio da molécula de
anticorpo responsavel pela atividade biologica do reconhecimen-
"to antigenico. Observactes obtidas de metodofagia quimica tipo
reducio branda ou drastica, alquilagio radioativa, fragmentacao
enzimitica e clivagem quimica especifica confirmam o papel indi

vidual bem como a interacdo quaternaria dos demais dominios de
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Figura 1 — Esquema estrutural de uma molecula de IgGl humana com cadeia leve

do iseotipo lambda., Na hemimol&cula representada a esquerda & indicado o nimé
ro de aminoacidos das regices de homologia,que integram os dominios e as pon
tes dissulfeto (-5-8-) intra cadeia e o numero de aminozcidos da regiao da
dobradigasonde se encontram as pontes dissulfeto inter cadeia pesada. Na ca-—
deia pesada (H) e leve (L) da hemimolzcula a direita sao indicadas as re-
gioes de hipervariabilidade (areas sombreadas); sao tambem  ascinalados os
nimeros totais de residuos de aminodcidos para cada cadeia e para cada domi-
nio de cadeia pesada (VH, CHl, CHZ e CH3) e de cadeia leve (VL e CL); o car-
bohidrato (CHQ) esta ligado 3 cadeia pesada no residuo 297. Na regigo da do-

bradica (linha ondulada) sao indicadas as duas pontes dissulfeto inter ca-

deia pesada (H-H) e a ponte dissulfeto, que faz a juncao cadeia pesada com a
P B 5 4 Jung T

leve (H~L). Sac também assinalado os pontos de ataque enzimatico da papaina

e pepsina. A numeracio utilizada esta baseada naquela da proteina Eu(EDELMAN

e colab.,1968).




cadeia pesada (ptincipa]mente aqueles localizades no fragmento
F¢c) e a 1mport§ncia das pontes dissulfeto inter cadeia pesada
H-t (localizadas na regido da dobradiga) na mediacao de oQtras
interacoes criticas para a homeostase como a ativacdo do siste-
ma compliemento, atividade citofilica para macrofagos e ativida-
de anafilatica ( PORTER , 1967; HARTLEY, 1970; EDELMAN, 1970:
MOTA e colab., 1974; COLOMB e colab., 18575; ISEHAAN e colab.,
1975; ALBRECHT e colab., 1976; FRANKLIN, 1976; LOW e colab .,
1976; OVARY e colab., 1976; WEIGERT e colab., 197s6; DCRRINGTCGH,
1978).

Na cadeia pesada de IgG sao detectados marcadores ge
néticos,que se comportam como determinantes antigénicos alotipi
cos. Na cadela pesada de IgGl foram descritos quatro determinan
tes Glm (a,x,f,z), na cadeia pesada de IgGZ o \determinante GZ2m
(n), e na cadeia pesada de IgG3 foram descritos quatorze deter-
minantes aiotfpicos G3m (bO,bl1,b3,etc.). Marcadores geneticos
alotipicos estio presentes em cadeia leve do isctipo Kappa.que
sdo os determinantes Km, asscciados as substituicles de aminoa-
cidos nas posicoes 153 e 191, Alotipo Km (+1 +2 -3): 153 Ala ,
191 Leu; aldtipo Km (+1 -2 =-3): 153 Val, 191 Leu; alGtipo Km
(-1 -2 +3): 153 Ala, 197 val (REV. HOT. ALLOT. MARK. HU. IMiu-
"NOG., 1976; STEVENS e colab., 1977). |

As sequéncias de amincacidos dos peptidecs ao redor
das pontes dissulfeto inter cadeia diferem e sdoc caracteristi-

cas para cada tipo de cadeia pesada gama e classificam os tipos



e subtipos das imunoglobulinas IgG. Baseado nessas diferencas,
foi desenvolvido um procedimento em bases quimicas, para tipifi
_cagEo de cadeias leves e pesadas (FRANGIPNE e colab., 19&0a).

Os peptideos caracteristicos sao identificados em ma
pas autoradiograficos, obtidos per eletroforese de alta volta-
gem do digesto péptico-triptico da proteina reduzida e alquila-
da radicativamente com acido iodoacetico ]“Clq.

Esta metodologia tambem possibilita, que diferencgas
de mobilidade de algumas bandas possam ser detectadas, indican-
do a possivel presenca de mutagoes ndo usuais.

0 presente trabalho tem como objetivo a caracteriza-
cdo imunogquimica parcial de uma proteina mielomatosa (JJd0} pro-
veniente de paciente com discrasia tinfoproliferativa tipo mie-
loma mUultiplo, atraves do estudo dos peptidecs envolvidos nas
pontes dissu}feto intercadeias H-H e H-L.

Estudos imunogquimicos de proteinas deste tipo forne-
cem informagtes detalhadas de valor diagndostico na avaliagao do
quadro cl1inico de pacientes com discrasia de c§1u}é plasmatica

(KYLE e colab., 1976; VANDIVIK e colab., 1976; MORELL e colab.,

1977).
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1- REAGENTES

Acrilamida e Bis-Acrilamida - Pierce Chemical Company,

Rockford, Iilnois, USA.

pithiothreitol (DTT) .- Sigma Chemical Company,St.Lowis
0., USA.
Pepsina - Sigma Chemical Company, St. lowis, MO., USA.

(2x crista}izada).
Tr%psina - Worthington Biochemical Corp., Freehold,

N.J., USA, (tratada com TPCK: L(1-tosyTamido-2~fenil)etilclo

ﬁo@eti?ceteﬂa).

14C)

Acido iodoacetico (1- - New England Nuclear, Bos-

ton, Mass., USA.

Ninhidrina - Pierce Chemical Company, Rockford,Illnois,
USA. -

DEAE-celulose (diethylaminoethyl cellulose) - Whatman,

W. R. Bolston,Ltd., England.

Padriao de aminoacidos - Pierce Chemical Company, Rock-

ford, Illnois, USA.

Todos os outros reagentes usados tambem foram de grau a-

nalitico.
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2 - PROTETHA DE MIELOMA JJ0

Plasma, contendo paraproteina M (proteina JJ0), pro-
veniente de paciente com discrasia Tinfoproliferativa tipo mie-
lToma multiplo, foi gentilmente cedido pelos Drs. L.S.Prigenzi e
C.P.Costa do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de
Medicina da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

0 plasma foi coletado por plasmaterese em bolsa de
plastico atdoxico (Griven-TR-300) e em seguida quardado a - 80°¢C
em "deep-freezer" Revco {Revco Scientific and Industrial

Products, USA).

3 - IMUNODIFUSAD

Anzlise por imunodifusao dupla em duas dimensoes
( OUCHTERLONY, 1958; WEIR, 1964), foi realizada com antisorocs
monoespecificos, para determinar a subclasse de IgG da proteina
JJdo.

Foram utilizados antisoros dos tipos IgGl, IgG2,IgG3
e 1gG4, As analises foram realizadas da seguinte maneira: Lami-
nas limpas de microscopio foram recobertas com uma solugao quen

te de agar a 1% (contendo mertioiato 1:1000) em tampao veronal
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pH 8,4 de modo a se obter camada de aproximadamente 3 mm de es-
pessura apos gelificagao, em seguida foram escavados no agar oS
pocos necessarios para aplicacdo do soro e antisoro atraves de
aparelhagem adequada (Grafar Gel punch assembly, Grafar Aufo Gel
Corporation, Detroit Michigan, USA). No pog¢o central foi aplica
do antisoro monoespecifico e nas laterais as fragoes a serem
jdentificadas. As laminas foram deixadas em camara umida a tem-
peratura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo de tempo as
laminas foram lavadas e coradas pé]a tecnica descrita para ele-

troforese.
4 - ELETROFORESE EM CAMADA DELGADA

Foi realizada em camada fina de agarose em suporte
flexivel de plastico transparente contendo 1% de agarcse, 5% de
sucrose e 0,035% de sal dissodico EDTA (acido etilenodiaminote-
traacético) em tampac barbital 0,065 M, pH 8,6. Fol aplicada uma
diferenca de potencial de 90V por placa durante 1 hora. Apos ©
término dﬁ corrida eletroforetica, as placas foram coradas conm
negro de amido 0,1% em solucao de ééido de acetico 10% por 10

minutos, e 0 excesso de corante eliminado com solucdao de acido

acetico glacial 10%.
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5 - IMUNOELETROFORESE EM GEL DE AGAR

Foi realizada segundo GRABAR & colab. (1953}, nas

condicoes descritas em seguida.
5.1.~ PREPARACEO DAS LAMINAS

Uma solucao de Jon agar (Oxoid- n?® 2) em tampao vero
nal pH 8,4, foi autoclavada a 110°C por 10 minutes, obtendo-se
desta maneira um gel de agar Timpido e transparente. Laminas de
microscopio em suporte de plastico rigido ( Gelman immunoframes,
Gelman Instrument Co., Ann Harbor, Michigan, USA), foram vreco-
bertas con uma-splugge quente de agar a 1% em tampéo veronal
pH 8,4. Depois da solidificacao do agar foram escavados pocos
segundo esquema padrao (Gelman Electrophoresis Punch Set,Gelman

Instrument Co., Ann Harbor, Michigan, USA).
5.2 - ELETROFORESE

Nas extremidades das laminas preparadas foram aplica
‘das tiras de papel de filtro Whatmann n® 3MM, umedecidas com ©
tampdo de corrida, para funcionar como “"ponte" entre o agar e 0s
compartimentos contendo, 0 tampao veronal pH 8,4 da cuba eletro-

foretica desenhada para obtencao de resultados reprodutiveis na
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analise de soros humanos normais e patologicos.

Uma diferenca de potencial de 200V foi aplicada nos
eletrodos por 120 minutos, obtendoc-se assim separacao das pro-
teTnas em estudo. Apos eletroforese, o agar das canaletas e re-
movido com uma ferramenta,fabricada para este fim ( Gel knife
6835A, LKXB Imunoeletrophoresis Equipment, Sweden), e & cheia com
antisoro. As l1aminas foram entZo deixadas em camara umida a tem
peratura ambiente por 24 horas, para a formacac das linhas de
precipitacao. |

Apos esse perfodo de tempo, as laminas foram lavadas
e em salina por 24 horas, para retirar as proteinas nao precipi
tadas, e em seguida lavadas com agua destilada por 2 horas, e
recobertadas com papel de filtro,umedecido com agua, e,finalimen
te deixadas secar em estufa a 37%¢. GQuando secas, foram coradas
com amido black a 0,5%,e o excesso de corante retirado com uma

of

solucdo de acido acetico glacial a 4%.

6 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

0 método utilizado foi essencialmente aquele de

SHAPIRO e colab. {1967), WEBER e colab. (1969) com modificagoes.
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6.1 - PREPARAGCADC DO GEL

0 gel de concentracao contende 5% e o gel de separa-
cdo contendo 10% de acrilamida foram preparados a partir de uma
solucdo estoque 0,3 M de acrilamida e 4 mM de bis acrilamida.dis-
solvidos em agua desionizada. Essas solucgoes foram filtradas em
papel de filtro Whatmann n? 1 e mantidas a 49C em frasco escuro.
0 gel de concentracdo foi preparado a partir de tampac tris HCI
1M pH 6,8 e o de separagao com tampac tris HC1 1 M pH 8,6. am-
bos com SDS 0,1%. A cada gel foi acrescentado 0,025ml(V/V) de
NoN,N' ,N'- tetrametiletilenediamina (Temed) e de uma solucac de
persulfato de amonio (10%).

0 gel de separacao foi colocado entre duas placas de
vidro plano tipo borosilicato resistente a temperaturas altas e
atagues qu?micoé cortado nas dimensoes de 160x145 mm {separadas
por um espacador de acrilico de 2 mm de espessura)} ate a altura
de apreximadaﬁente 100 mm. Apos a polimerizacao foi colocado ©
gel de concentracao ate a borda da placa de vidro ( aproximada-

mente 40 mm de altura).
6.2 - PREPARACAO DA AMOSTRA
As amostras (10 a 50 pl de uma solugao de aproximada

mente 1 mg de proteina por ml) foram dissoividas em tampao tris

HC1 0,08 M pH 6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerocl e 0,001%
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de bromofenol. Estas amostras foram analisadas na sua forma nao
reduzida e na forma reduzida com ditiotreitol na concentracao
final de 0,1 M. As amostras foram&imersas emn 5gua emn ebulicao
durante 2 minutos. Como marcadores foram utilizados mioglobina
(PM 17200), ovoalbumina (PM 43000) e citrocomo C (PH 11700} .

A eletroforese foi realizada em tampao tris HCY 0,025M

glicina 0,192 M e SDS 0,1% a 100V durante 4 horas.

6.3 - COLORACED

0 gel, retirado do suporte de vidro & corado em Comas

sie blue 0,1% a 37°C,e o excesso de corante removido em acido

acetico 7%.

7 - PRECIPITACRO COM SULFATO DE AMONIO

0 plasma JJO foi precipitado com sulfato de amonio
na concentracao final de 50% sob agitagio lenta a 6°C. 0 mate-
rial foi centrifugado a 10000 rpm por 30 minutos a 4%, e 0
sobrenadante desprezado. 0 precipitado de gamaglobulina foi re-
dissolvido em tampao fosfato 0,1 M, pH 8,4 e enm seguida.dia?i-
;ada contra tampio fosfato 5 mM, pH 8,0 por 24 horas, sendo fei-

tas virias trocas do tamp2o durante a dialise; a ausencia de
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Tons sulfato foi confirmada atraves de teste qualitativo com
cloreto de bario a 2%. 0 material, obtido deste modo, foi cen-
trifugado a 10000 rpm durante 30 minutos, e o precipitado despre
zado., sendo o sobrenadante (pseudoglobulina) utilizado no fra-

cionamento,

8 - CROMATOGRAFIA EM DEAE CELULOSE

A fracao pseudoglobulina foi submetida a cromatogra-
fia de troca ionica em coluna de DEAE celulose (DE-52-Whatman )
medindo (20x400)mm previamente equiiibtrada com tampao fosfato de
sodio 5 mM pH 7,8, segundo metodologia descrita ( OLIVEIRA e
colab.,1970). Em uma experiencia tipica 10 ml de sobrenadante
foi aplicada no topo da coluna de DEAE celulose.

As fracoes eluidas em fosfato 5 mM, pH 7,8 e NaCl 1 M,
foram coletadas com auxilio de aparelhagem Gilson num volume de
4 m1 por tubo em fluxo descendente de 20 ml/hora. A leitura dos
eluatos foi realizada por absorcdo em espectrofotometro Beckman
modelo 25, utilizando cubetas de quarfze de 1 cm de caminho Op-
tico. As fracoes obtidas foram dializadas contra agua desioniza
da por um periodo de 24 horas em camara fria e em seguida Tiofi

1Tizadas e estocadas a -20°%C.
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9 - ANALISE DE AMINOACIDOS
9.1 - INSTRUMENTAL

As analises de aminoacidos foram realizadas segundo
o metodo de SPACKMAN e colab. (1958), utilizando um auto anali-
sadob de componentes modulados, cujas unidades basicas possuen
as seguintes caracteristicas:

1- Desenho geral e sistema automatico de apticacao
de amostras.segundo ALONZO e coleh(1968) do Brokhaven National
Laboratory, Upton, New York, modificado.

2- Sistema analitico de duas colunas, uma para & re-
solucdo dos aminoacidos bisicos (coluna B) de 13.,0x1,0 cm, e 2
outra para a ré501u950 dos aminodcidos acidos e neutros (coluna
AN} de 53,0x1,0‘cm. |

3-_Para a coluna B, foi utilizada resina Aminex = Ab
e para a coluna AN vresina Aminex A6 (Bio Rad.Labs.Richmond,CaT.
USA).

4- Tampao da coluna B: citrato de sodio 0,5N,pH5,25;
tampido coluna AN: citrato de sodio 0,2 N, pH 3,25 e citrato de
stdio 0,2 N, pH 3,25, ambos contendo 0,25% de tiodiglicol.

5- Controle de temperatura: circuiador de solugao re
frigerante, Haake tipo F (Brinkman Instruments, Westbury, New

York) com dois termoreguladores, ajustados para 52,59C e 60°C.
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6- Fotometro (M.E.R. 1020, Mountain View, Cal. USA )
equipado com trés ceélulas: uma para determinagoes em comprimen-
to de onda de 440 nm e caminho 5ptico de 12 mm, e as outras duas
para determinagdes em comprimentos de onda a 570 nm e caminhos
Opticos de 6,6 e 12 mm respectivamente,

| 7- Registrador tipo Eletronik 15 Strip Chart Multi -
point Recorder, Honeywell Ltd., Ontario, Canada), equipado para
leitura e registro grafico em escala de 0 a 0,1 unidades . de
absorbancia.

8- Unidade de controle programado: aquela descrita
por ALONZO e HIRS (1968).

9- Sensibilidade: valores medies de 20 nmoles para
cada aminoacido produzem um cromatogrema, cujos picos situam-se

dentro da escala e sao de facil leitura e calculo.
9.2 - SOLUQKG PADREO DE AMINOACIDOS

Foi usada como referéncia uma sclugao padrac( Amino
Acid Standard H, Pierce). As leituras sao integradas em 570 nm
(12 mm de caminho Gptico), exceto para prolina, cuja Teitura e
integrada no canal de 440 nm (12 mm'de caminho optico). As inte
gragﬁes foram realizadas pelo metodo manual, utilizande-se as
constantes determinadas a partir da solugao padrao segundo a reg
lagdo: K = A/M, onde: K - constante de integragdo; A = area de-
terminada por integracao manual; M = qﬁantidade ébso%uta de ami

noacido padrac expressa em nanomoles.
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Para cada analise, norleucina foi acrescentada Es‘
amostras, como controle do‘parametro tempo de eluigao. As amos-
tras { 50 ul) foram dissolvidas em volumes iguais de -tampac ci-
trato de sodio 0,2 N pH 2,2 e polietilenoglicol 30%.

A figura 2 mostra uma analise automatica da solucao
de aminoacidos. A identificacdo qualitativa de cada aminoacido
e dada pelo tempo de sua eluicdo da coluna, e esta relacionado
diretamente com a posigao do pico, que e registrado graficamen-
te; assim os valores de abscissa em minutos s3o utilizados como

critério de identificacio.

10 - HIDROLISF ACIDA DE PEPTIDEODS

Em todos os casos as hidrolises foram efetuadas em
tubos pirex de 13,0x0,9 cm, fechados a vacuo em presenca de HCI
6 M,acrescentédo de fenol 1 mg/ml, para evitar a formacgao de clo
rotirosina ( SANGER e colab., 1963).

As hidrSlises foram reaiizadaé 5 temperatura de 106°¢C
em uma estufa Forma Scientific, com conveccao forgada e com va-
tiagSo de temperatura nao superior & +0,5°C, Para os diferentes

peptideos obtidos, o tempo de hidrolise foi de 24 horas.
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11 - ELETROFORESE DE ALTA VOLTAGEM

A eletroforese de alta voltagem foil reaiizada em pa-
pel Whatman n® 3 MM e em tanques Savant, completados com varsol
e refrigerados por circulacgao de metanol 5% a baixa temperatura,
segundo procedimento descrito na separacao de aminoacidos e pep
tfdeos (DREYER e colab., 1967).

0s tampoes empregados foram os seguintes: pH 6,5 (pi
ridina - 3cido acBtico - Adgua, 10:1:200,V/V), pH 3,5 ( piridina
acido acBtico - agua 1:10:440,V/V), pH 2,1 (3cido fbrmico - aci
do aceético - agua 1:4:45, V/V).

Utilizaram-se os seguintes marcadceres de referencia:
tinta vermelha marca Pilcot que tem um componente de mobilidade
eletroforetica semelhante a do acido aspartico em pH 6,5, e-di-
nitrofenillisina (e-DNP-Lys), acido aspartico, acido glutamico,
lisina e o dipeptideo glicina-alanina (Gly-Ala).

As mobilidades (m) dos peptideos a pH 6,5 foram ex-
pressos comd relativas @ distancia entre e-DNP-Lys e acido as-
partico, e a carga liquida (e) a pH 6,5 dos peptideos.foi deter”

minada segundo OFFORD (1966), conforme a figura 3.



Figura 3— Grafico de Offord (OFFORD, 1966) em escala ampliada

(cedida pelo Dr. M.E. Lamm da New York University,N,Y., USA).
Este'grﬁfico exprime em escala logaritimica a mobilidade ele-
troforetica em pH 6.5 em funcao do peso molecular para pepti=-
deos sem histidina ou acido cisteico. P.M.= peso molecular ;

m= mobilidade ; e€=carga liquida.
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12 - OXIDAGAO CoM ACIDO PERFORMICO

Peptideos, contendo residuo de cisteina na forma car
boximetilada (CMCys), foram oxidados na etapa de purificacgao,
sendo esée residuc posteriormente identificado por cromatogra-
fia no auto analisador de aminoacidos como residuc na forma de
carboximetilcisteina sulfona (CMCysSOZ).

Foram recortadas do mapa eletroforetico as bandas ra
" dioativas, que contem os peptideos CMCys (HARRIS, 1967) e oxida
dos com vapor de acido performico (solugao oxidante: 50 ml de
acido formico, 98% + 2,5 ml de Hy0,, 30%) por 3 horas em um des
secador a temperatura ambiente. As bandas oxidadas foram removi
das do dessecador e secadas sob uma qape]a,equipada_com renova

dor de ar.

13 - REDUCGCAO E ALQUILAGCAO RADIOATIVA

A proteina JJ0 foi dissolvida em tampao tris- HC1
0,27 M, pH 8,2, na concentracdo de 20 mg/ml ( WOLFENSTEIN e colab.
1971). A proteina sofreu reducao branda com solugao recentemen-
te preparada de ditiotreitol (DTT, 10 mg/m1). Esta mistura Toi
incubada durante 60 minutos a temperatura ambiente sob atmosfe-

ra de nitrogenio,
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A proteina, reduzida foi aquilada com acido iodoace
tico (1%c), 0,16 #, 0,75 mCi/nmol. A reacio foi efetuada a tem-
peratura ambiente durante 60 minutos e depois dializada contra

acido formico 5% por 24 horas.

14 - DIGESTAC ENZIMATICA

A proteina JJ0, parcialmente reduzida e carboximetila
da foi digerida com pepsina (10 mg/ml, relagac enzima/substra-
to 1:50) em acido formico a 5% durante 16 horas a  temperatura
de 37°C, em banho maria, e em sequida liofilizada. Apds a lio-
filizacdo, o méteria1 foi dissolvido em bicarbonato de amonia
0,2 M pH 8,3 e digerida com tripsina (10 mg/ml, relacdo enzima/
substrato 1:59) por um periodo de 4 horas a 37°C em banho maria

e em seguida liofilizado.

15 - TIPIFICACAO QUIMICA

0 digesto péptico-triptico da proteina JJ0 parcial-
mente reduzida e carboximetilada, foi submetido a e]etroforese

de alta voltagem em pH 3,5. 0 digesto foi dissolvido em 100 ul
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de HZO e aplicado em banda situada a 12 cm da margem inferior
de uma folha de papel Whatman n® 3 MM (60x40 cm), { FRANGIONE e
colab., 1969a). '

0s marcadores eletroforéticos foram aplicados narmeg
ma linha tracada para aplicacao da amostra, sendo aplicada uma
diferenca de potencial de 60 V/cm, durante 1 hora. 0 mapa foi
retirado do tanque de eletroforese,e o excesso de varscl e do
tampdo eliminades em um forno com convecgao forgada (Prescision
Scientific} termoestabilizado a 80%c.

0s peptideos radiocativos foram detectados por auto-
radiografia, realizada da seguinte forma: o mapa eletroforetico
foi colocado em contato com uma chapa de raio X Sakura 35,6x43,2
cm em camara escura por um periodo de tempo de 16 horas. A re-
velacao da chapa de raio X foi feita por processamento autométi
co no ambulattrio de raio X da Faculdade de Medicina da UNICAMP.

As bordas laterais com os marcadores eletroforeticos
foram recortadas do mapa e coradas com ninhidrina 0,2% em aceto

na

16 - PURIFICAGCAG DOS PEPTIDEOS RADIOATIVOS

Ap0s a primeira dimensdo a pH 3,5 as bancas, que
contem os peptideos com radicatividade mais intensa, foram re-

cortadas do mapa eletroforético e oxidadas com vapor de acido
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performico por 3 horas em um dessecador a temperatura ambiente.
Esta oxidagao converte as carboximetilcisteinas presentes em
seu derivado sulfona mais anodico.

As bandas, apos oxidacdo, foram costuradas em  uma
nova fo?ha de papel Whatman n® 3 MM e submetidas a uma segunda
dimensaoc em pH 3,5. 0 mapa e]etroforétiéo foi seco e autoradioc-
grafado como descrito anteriormente; as bandas, que contem oS
peptideos com radioatividade mais intensa, foram recortadas e
purificadas sucessivamente por eletroforese de alta voltagem a
pH 6,5 e pH 2,1. Todas as dimensoes foram realizadas em um mes-
mo sentido de migracaoc eletroforetica.

A banda,contendo o peptideo de interesse, foi recor-
tada, e o material 2luide com Fcido formico a 5% e seco.Foi rea
lizada hidrolise acida desse material, e a composicao de aminoa-

cidos determinada no auto analisador de aminoacidos.

17 - MAPA DIAGONAL

0 mapeamento diagonal foi feito segundo BROWN e
colab, , 1963, 1966).

A prote?ha JJO reduzida e algquilada conforme descri-
to em Material e Metodos (12) foi dializada contra &cido for-

mico 5% por 24 horas e submetida a digestao com pepsina ( rela-
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¢ao enzima/substrato, 1:50) por 16 horas a 37°C; em seguida foi
Jiofilizada e dissolvida em uma solucgdo de tripsina TPCK ( rela
¢3o enzima/substrato, 1:50) em bicarbonato de amonio 0,2M §H8,3
por 4 horas a 37%C. ' |

0 digesto foi liofilizado, dissolvido em 0,1 ml de
agua desionizada e aplicado em uma banda de 5 cm em folha de pa
pel Whatman n® 3 MM e submetido a eletroforese de alta voltagem
a pH 3,5 por 1 hora, sendo aplicada diferenca de potencial de
60V/cm. Peptideosscontendo carboximetilcisteina (CMCys), foram
detectados por autoradiografia.

A tira de papel, contendo a banda eletroforetica,foi
recortada e sofreu oxidagdo com vapor de acido perfOrmico em um
dessecador por 3 horas a temperatura ambiente.

Esté‘tira de papel contendo os pept?deos oxidados fei
costurada em outra folha de papel whatman n® 3 MM e submetida a
uma segunda eletroforese de alta voltagem nas mesmas condigoes
anteriores, sendo que a direcao dessa segunda dimensao foi emn
angulo reto em relacao a primeira.

0s peptideos radicativos na segunda dimensao foram
detectados por autoradiografia. 0 mapa peptidico foi cerado com
ninhidrina-cadmio, cuja solucdao contem acetato de cadmio 14 %
(6 g de acetato de cadmio em acido acetico 30%) em  ninhidrina

14 em acetona.
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18 - DANSILACKD

A determinagao do residuc N-terminal foi feita pelo
metodo de dansil nas condicBes descritas por GRAY (1967,1972 ),
utilizando-se reativo de dansil (cloro 1 dimetilaminoftaleno-5-
-sulfonil) da Sigma Chemical Co., St.Louis, Mo, USA.

0 produto,obtido, foi identificade por cromatografia
bidimensional em camada delgada de gel de poliamida ( WOODS e
colab.,]967), utilizando-se como referencia um padrac de DNS-ami
noacidos, obtide comercialmente {Sigma Chemical Co, St.Louis,Mo,
USA). |

Ao peptideo (107 3umol), dissolvico em 106 de NaHCO,
0,2 M, foi acrescentado 10X de uma solucao de cloreto de dansil
em acetona (10 mg/ml). A reagao se processou a 37°% por 1 hora.

A hidrdlise foi realizada em 501 de HC1 6 N, conten
do fenol (1 mg/ml) durante 16 horas a 110%.

0s seguintes solventes foram uti1izados.na cromato-
grafia bidimensional em placa de poliamida: 12 dimensao: 1) aci
do formico 1,5% (V/V); 29 dimensdo: 2) benzeno-acido acetico(9:
1 V/V), 3) acetato de etila-3acido acetico-metanol (20:1:1 V/V).

A localizacao do produto fluorescente foi feita por
obsebvaggo da placa a luz ultra-violeta, comparando-se as man-
chas, obtidas com as manchas do padréb, resolvido na outra face

da placa.
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19 - DEGRADAGAO DE EDMAN

A metodologia seguida baseou-se essencialmente na
tecnica descrita por EDMAN (1970), sendo adaptada na seguinte
forma: para a degradagga de EDMAN empregou-se um metodo manual,
auxiliado por um dispositivo de incubacao e secagem, que fun-
ciona permanentemente a vacuo ou a baixa corrente de nitrogenio.

0 peptideo {50-100 nmoles) & colocado em um tubo de
vidro pirex (13,0x 0,9 cm), comumente usado para hidrolise aci-
da de proteinas. A etapa do acoplamento deu-se na presenca de
50 pl de piridfna—ﬁgua (3:17; V/V) e com 2ul de fenilisotiociana
to (PITC -grau de sequéncia).@ tempo de reacdo foi de 45 minutos
a uma temperatura constante de 50°C. Antes e durante a reacao,
efetuou-se um fluxo de nitrogénio, purificado em piroganol alca
lino, para evitar a disulfuracao oxidativa, EDMAN (1970). 0 con
tetido do tubo foi a vicuo em presenca de pentoxido de  fosforo
(10 minutos). A etapa de ruptura e ciclizagao foi Eea?izada com
200 u1 de acido trifluoracetico (TFA), durante 15 minutos a
50°C., A secagem do material foi efetuada a vacuo durante 10 mi-
nutos em presenca de NaOH, e o residuoc foi dissolvido em 200 ul
de HCT 1 M e foi extraido tres vezes com 200 ul de acetato de
butila a 0°C."~ |

Dos extratos obtidos com acetato de butila, a fenil-

tioidantoina, resultante da conversao da correspondente anili-
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notiazolinona, foi utilizada para a recuperacao do residuc M-
terminal (EDMAN e colab. , 1956).

A converszo foi realizada a baixo fluxo de nitroge-
nio com 100 11 de HC1 1 M, durante 10 minutos a 80°C, e apos a
secagem adicionou-se 100 ul de HCT1 6 M com mercaptoetanol(1: 2000
V/V); o material foi submetido alternadamente a vacuo € corren-
te de N2 pelo menos por 4 vezes a temperatura de -20%C. Ao final,
o tubo foi fechado a vacuo e hidrolizado a 130°C durante 24

horas; o residuo foi detectado por anilise de aminodcidos.

20 - DETERMINAGAC DO HAPLOTIPO

A metodologia,utilizada para o estudo (1) do haploti
po da proteina JJ0,e o da inibicZo da hemaglutinacgio passiva,
cuja tecnica baseia-se na possibilidade de fixar antigenos a
superficie de hemacias ou particulas inertes ( coloide, lTatex
etc), tornando-as aglutiniveis pelos respectivos anticorpos.

Na inibicao da hemaglutinagao passiva, faz-se a mis-~
tufa do antigeno ao sore contendo anticorpoes, 0s quais reagi-
‘rio com o antigeno. Esta mistura colocada em presenga do antige
no,adsorvido a superficie das hemdcias ou particulas 1nertes .

nio mais produzira a aglutinacao passiva.

(1) Agradecemos a determinacgao do haplotipo da proteina JJO reé

lizada pela Dra. Erna Van Loghem do Central Laboratory of the

Netherlands, Red. Cross Blood Transfusion Service, Amsterdam
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1 -~ CONTROLES PRELIMINARES DA PROTETHA 000

A figura 4a mostra a eletroforese de sora humano nor
mal, onde se nota a heterogeneidade molecular das gamaglobulinas,
localizadas na regido catodica. A figura 4b mostra a eletrofore
se do plasma do paciente JJO, onde a regiao de gamaglobulina se
apresenta como uma banda compacta, o que demonstra homogeneida-
de molecular caracter?stica de mié}oma muttiplo monoclonal.

0 perfil densitometrico do plasma humano mielematoso
(fig.5b), quando comparado com agquele do soro “hormal",(fig.5a)
_ evidencia concentracdo alta de gamaglobulina de mobilidade ele-
troforetica restrite;observacao compativel com quadro - tf?nico

caracteristico de mieloma multiplo.

2 - PURIFICACAO E IDEHTIFICAGCAO DA PROTEINA JJ0O

0 fracionamento do plasma mielomatoso Jdo em DEAE
celulose E mostrado na figura 6. Foi obtida uma fragao, que sai
no tampaco de equilibrio da resina —‘fraggo A. Foi eluida em
NaCl 1 M uma fragéorcrométografica denominada RC.

0 controle eletroforetico da fracdao A, {fig.7c) mos-

tra uma Unica banda homogeénea e concentrada de mobilidade ele-
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troforetica compativel com gamaglobulina nio foram detectados

tracos de proteinas contaminantes. Em 7a e 7b sdo mostrados os
controles do soro humano normal e do soro mie}omatosé JJO,.onde
se pode observar a presenca do componente M caracter?stico..

A analise imunoeletroforética da fracdo A, obtida do
plasma JJO, revelado por soro de coelho anti soro humano normal
(fig.8), evidencia um arco de precipitacao correspondente a um
unico componente proteico de mobilidade eletroforetica catdodica
compativel com a de gamaglobulina livre de contaminagoes de ou-
tras prote?nas plasmaticas. Este antisoro evidencia (fig.8) no
plasma JJ0 o arco de precipitacdo correspondente a paraproteina
M, espesso e de mobilidade eletroforgtica restrita, o que e in-
dicativo de homogeneidade molecular e concentracao elevada.

A figura 9 mostra o controle imunceletroforetico de
soro humano normal e da fragao A, revelados com soroc de coelho
espec?fico an?i gamaglobulina humana. Hotar que a frac3oc A foi
revelada como um Gnico arco de precipitagdo tipico na regiao de
mobilidade eletroforeética das gamaglobulinas, e confirma o re-
sultado, obtido com soro de coelho anti soro humano normal. 0
arco correspondente @ fragdo A & nitidamente mais estreito que
aquele da gamaglobulina normal, o que indica homogeneidade.

A figura 10 mostra a fracac A, revelada por soro de
coelho anti cadeia leve do disotipo lambda e soro de coelho anti
-kappa. Somente o soro anti cadeia leve do tipo lambda & capaz

de precipitar a fragao A. O soro especifico anti cadeia kappa

nao reage com a fragao A.



Figura 4- Controle eletroforetico do plasma do paciente
mielomatose JJOC (b) comparado com aquele do soro de in-~-
dividuo mnormal (a). Notar a banda monoclonal catodica
presente no plasma de paciente com esse tipo de discra

sia linfoproliferativa.
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5a~ Soro Humano Normal

Proteinas 7 g/ 100 ml
1~ Albumina 47 3.337
2—- Alfa 1 5 0,355
3- Alfa 2 17 1.207
4= Beta 10 0.710
5~ Gama 21 1.491
Total 100 7.100
+ -
) 1 2 3 4 5
5b- Plasma Humano Mielomatoso(JJO)
q - Proteinas V4 g/100 ml
1- Albunina 32 1.856
2- Alfa 1 3 0.174
3~ Alfa 2 5 0.290
4— Beta 8 0.464
5- Gama 52 3.011
: Total . 100 5.812
)/ \_-
1 2 3 4 5

Figufa 5— Perfil densitomeétrico de eletroforese em agarose de
plasma humano mielomatoso(JJ0) e de soroc humano normal.No
plasma JJO (fig.5b), a fracao gamaglobulina esta presente em
alta concentfagéo(B.Ollg/lOOml} quando comparada com aquela
do soro humano normal(1.491g/100ml) (fig.5a) e sua mobilidade
eletroforética,restrita,fica evidenciada pelo pico estreito e
de maior amplitute que aquele da proteina presente em maior

concentragao no soro humano normal que & a albumina,
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 ¥igura 6— Cromatcgrafia da_fra§§o pseudoglobulina do plasma
JJO em coluna (2.0x40,0cm) de DEAE celulose, equilibrada em
tampao fosfato (P0g4) 5mM pH 7.8. 0O pico A e obtido mno tam=-
pao de equilibrio da coluna, e a fragao RC e eluida em

NaCl 1M. D.0.= densidade otica.
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Figura 7 - Controle eletroforéetico de cromatografia em DEAE éalg

lose do plasma do paciente JJO. A fragaoc A(c) apresenta uma uni-
ca banda homogenea de mobilidade eletroforetica catdédica compa-
tivel com aquela do componente M do plasma JJO (observar ausen-
cia de proteinas contaminantes). Em (a) & mostrado o controle e-
letrofore tico do soro normal, onde se nota a heterogeneidade da
fragac gamaglobulina e em (b) o plasma mielomatoso JJO total,an-

"tes da cromatografia.
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Ra—-a—5HN

Pliasma JJO

Ra—-a—S5HN

Fragao A

Ra-a-SHN \

Figura 8~ Anilise imunoeletroforetica da fragao A obtida de cro
matografia em DEAE celulose do plasma JJO, sendo utilizado mnas
canale tas soro de coelho antisoro humano normal(Ra-a-SHN). Esta
fragao mostra um unico arco de precipitagao tipico gamaglobuli-
na, livre de contaminagses e que corresponde a paraproteina M
purificada do plasma JJO. Este arco de precipitagao (M) esta

presente no plasma JJO antes da purificacgao.



Ra—a—GGH

Fragcao A

Figura 9 - Controle imunoeletroforetico da fracao A e soro
humano normal utilizando-se como revelador sore de coelho
anti gamaglobulina humana (Ra-a-GGH). A fragaoc A se apre
senta como um arco de precipitagao de mobilidade eletrofo
retica restrita compativel com aquela da paraproteina M,
descrita em gamopatias monoclonais tipo mieloma mialtiplo.

0 arco de precipitagao correspondente as gamaglobulinas do
soro humano normal (SHN) evidencia a heterogeneidade molg

cular esperada. .

-t -
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Figura 10 - Analise imunoeletroforetica da fragao A revela

da com soro de coelho anti cadeia leve do tipo lambda{(a-A)
e anti cadeia leve do tipo kappa (a-k). Somente o soroc an
ti cadeia lambda & capaz de revelar a fracao A. O soro de

especificidade kappa nao reage com esta fragao.

-41"
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A anilise por imunodifusdo dupla em gel de agar da
fragdao A @ mostrada na figura 11 (OUCHTERLONY, 1958 ). Somente
o soro anti cadeia pesada IgGl (b) deu reacao de precipitacgao
com a fracao A {a); os outros antisoros de especificidade IgG2
(e), IgG3 (f) e IgG4 (g) nac reagiram positiva com esta fra
gao (2).

0 antisoro de coelho anti soro humano normal (c¢) e
soro de coelho espec?ffco anti gamaglobulina humana (d) revela-
ram uma unica linha de precipitacdo,mostrando reacgao de identi-
dade, |

A proteTna JJO, purificada, foi submetida a analise de
gel de poliacrilamida a 10% em SDS na forma ndc reduzida e re-
duzida em DTT 0.1 M.

Na forma nao reﬁuzida (fig.12.2) a proteina IgG(J30)
nao penetra no gel de corrida (devido ao peso molecular de
150000 daltons) e & identificada como uma banda de maior inten-
sidade na interface gel da concentragao-gel de corrida. Outras
bandas de menor intensidade estdo localizadas no tdpc do gel de
corrida. 7 _

Na forma reduzida (fig.12.5) sao fdeggfficadas duas
bandas: uma, correspondente ao peso molecular em torno de 50K

(50000 daltons){Banda A) e outra, de peso molecular ao redor de

(2) Agradecemos ao Dr,Marco A.Pizzolato, chefe do Departamento
de AnAlises Clinicas da Faculdade de Farmacia y Biogquimica,Uni-
versidade de Buenos Aires, Argentina pela cessao dos antisoros

especificos anti IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 utilizados.
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Figura 11- Imunodifusao dupla em gel de agar da fracao A(a)
contra antisoros especificos anti cadeia pesada dos tipos
IgGl(b), IgG2(e), IgG3{(f) e I1gG4(g). Somente o antisoro an-—
ti cadeia pesada IgGl deu reacao de precipitagao com a fra-
¢ao A Os demais nao reagiram. Antisoro anti soro humano nor

mal (¢) e antisoro anti fracao gamaglobulina humana (d) rea

giram com a fragao A.
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Figura 12“ Eletroferese em gel de poliacrilamida (10%) em
SDS da proteipa JJO nao reduzida (2) e reduzida em DTT
0.1 M (5). Observa-se bandas de 50K e 25K apos a reducao
da proteina purificada. A proteina JJO nao reduzida se a-
presenta como uma banda principal (2A) na regiao limitro-
fe do gel de corrida e o gel de concentracgcao. Ovalbumina,
"ecitocromo C mioglobina {3)e proteina de Bence Jones na
forma dimérica (1) e na forma monomérica ( reduzida com
DTT)(4) , foram utilizados como marcadores de pesoc molecu-

" lar.
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25K (25000 daltons) (Banda B). Bandas de intensidade fraca sao
reveladas pelo corante Comassie Blue 0,1%. 0s marcadores, utili
zados para determinacao de peso molecular, foram aplicados con-

forme indicado na figura 10,

3 - TIPIFICAGCAO QUIMICA

A proteina JJO, purificada, reduzida,alquilada e sub
metida a digestdo péptico-triptica, foi aplicada em banda em
folha de papel Whatman 3 MM e tipificada quimicamente como des~-
crito em Material e Métodos . 0s resuliados (figura 13 )
mostram quatro bandas radicativas, denominadas Jl, J2, Jd3 e J4,
com mobilidade eletroforética em pH 3,5, expressa em relacdao ac
depeptideo Gly-Ala, tomado como valor 1.

| A banda mais intensa (JZ) e a banda que migra na re-
gido eletroforética de e-DNP-Lys a pH 3,5 (regiZo dos peptideos
neutros) e possui mobilidade eletroforetica de ~0,1.

Na regido catodica esta presente uma banda radioati-
va {J1) de mobilidade -0.21. |

Na regiao anddica entre €-DNP-lLys e acido glutamico
situa-se a banda radioativa J3 de mobilidade eletroforética ~0.36.
Nesta mesma regido entre acido glutamico e acido aspartico, no-

ta~se a banda J4 de mobilidade eletroforetica -0.98.
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Gly-Ald—
J1
£ ~DNP-L

ys 32
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Figura 13- Autoradiografia obtida apos eletroforese de alta
voltagem a pH 3.5 do digesto péptico-triptico da proteina
JJO parcialmente reduzida e alquilada com iodoacetato C14.
JJO € uma imunoglobulina G de cadea pesada do tipo gama 1,
onde sao observados facilmente gquatro bandas principais: u-
ma de maior radioatividade (J2) localizada na regiao dos

peptideos neutros (mobilidade eletroforetica de £~DNP-Lys),

uma banda catodica (J1) de mobilidade m= -0.21e duas bandas
radicoativas J3 e J4 observadas na regiao anodica, cuja
mobilidade eletroforética € m= ~0.36 e m= ~0.98 respectiva

mente. Do lado esquerdo da figura estao indicadas as posi -

¢oes de referencia dos marcadores eletroforéticos:Asp, Glu,

g~DNP~-Lys (mobilidade zero) e Gly-Ala.
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4 - PURIFICAGRO E IDENTIFICAGCKQ DOS PEPTIDEOS RADIOATIVOS

A figura 14 mostra as bandas radiocativas que corres-
pondem aos peptideos J1, J2 e J3 em pH 3,5 e 6,5.

As figuras 15, 16 e 17 mostram os cromatogramas das
analises de aminoacidos do material purificado, contido nas ban
das J1, J2 e Jd3.,

A composicio de aminoicidos dos peptideos J1, J2, J3
e J4 & apresentada nas tabelas 1, 2, 3 e 4 respectivamente.

A composicio de aminoacidos de Jd1 (tabela 2) demons-
~tra a presenca do peptideo (Ser, Cys, Asp, Lys). A analise des-
te peptideo pela tecaica de Dansyl-Edman mostra a presengé . de
Ser como reé?duo ﬁutermiqa1. Este pept?deo tambem foi caracteri
zado por sua mobilidade eletroforetica a pH 6,5 (m = 0.38) e a
pH 3.5 {(m = -0.21}, ver tabela 2.

A composicao de aminoacidos do peptideo J2 ( tabe-
la 3) € a seguinte: Thr, His, Thr, Cys, Pro, Pro, Cys, Pro,Ala,
Glu, Leus; onde se destaca o contudo de quatro residuos de proli
na e de doié residuos de cisteina. A anéfise pela tecnica de
Daﬂsy1~£dﬁaﬂ confirma a presenca de Thr e His como residuos N-

terminais.
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Este peptideo tambem & caracterizado por sua mobili-

it

dade eletroforetica a pH 6,5 (m 0.56) e a pH 3,5 (m = -0.1 )
(ver tabela 3). | |

A analise de aminoacidos de'pept?deo J3 (tabela 4 )
mostra a composigao (Pro, Thr, Glu, Cys, Ser), e a analise de
Dansyl-Edman confirma a presenca de Pro e Thr como residuos N-
terminais. Este peptideo tambem foi caracterizado por sua mobi-
1idade eletroforetica a pﬁ 6,5 (m = 0.85) e pH 3,5 { m =-0.36),
ver tabela 4. |
| A composigdao global de aminoacides do peptideo J4 in

dica, que se trata de um dipept?deo Cys, Ser, e possui mobilida-

de eletroforetica a pH 3,5 dem = -0.98.

5 - PEPTIDEOS COMPROMETIDOS COM AS PONTES DISSULFETO INTER
CADEIA,

A figura 18 mostra o mapeamento diagonal da proteina
JJ0, obtido apds oxidaciZo performica e nova eletroforese em re-
lagdo a primeira dimensdo. |

Na parte inferior da figura, esta localizada a auto =
radiografia da eletroforese em pH 3,5 do digesto peptico~ trip-
tico da proteina JJ0,parcialmente reduzida a carboximetilada
(12 dimensdo),onde s3ao detectadas as bandas J1, J2, J3 e J4, mos

trando radicatividade intensa.
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As manchas radioativas fora da diagonal correspondem

aos peptideos J1, J2, J3 e J4, obtidos na primeira dimensdo.

6 -~ HAPLOTIPO DA PROTETNA JJ0

Os resultados de determinagao do haplotipo caracteri

zam a paraproteina JJ0 como IgGl GIm(zax).
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Figura 14~ Eletroforese de alta voltagem em pH 6.5 dos pepti
deos J1(b), J2{(c) e J3(d} purificados. Os peptideos foram
obtidos apo6s tipificagao quimica da proteina , como & mostra-
do em (a). Estes peptideos mostram mobilidade eletroforetica
caracteristica: em pH 6.5, J1, J2 e J3 apresentam respectiva
mente mobilidade eletroforética de 0.38, 0.56 e 0.85 em rela
cao ao marcador de regizo anddica, que & o acido aspartico ,
toﬁado como valor 1; em pH 3.5 J1, J2 e J3 mostram respecti-
vamente mobilidade eletroforética de =-0.21, -0.1 e -0.36 em

relagao ao dipeptideo G1y4Ala, tomado como valor 1.
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Figura 18-~ Mapa diagonal da proteina JJO submetida a uma reducéo
branda com DTT e alquilada com acido iodoacetico C14 e submetida
a digestao peéptico-triptica. O digesto foi submetido a eletrofo-
rese de alta voltagem a pH 3.5 (1@ dimenszo), e 0os peptideos, con=
tendo carboximetilcisteina (CMCys) ,foram detectados por autora-
diografia (parte inferior da figuralApos oxidagao performica, foi
realizada a segunda dimensao em eletroforese a pHIB.S em sentido
perpendicular a 12 dimensao,e os peptideos, contidos mna diagonal
delimitados por tragado de linha cheia. Os peptideos J1,J2,J3 e
J4, localizados fora da diagonal, foram identificados. O peptideo
J1 corresponde ao peptideo H-L de cadeia pesada que faz a jungao
com a cadeia leve. O peptideo J2 corresponde ac peptideo - H-H de
cadeia pesada,que contém as pontes dissulfeto intercadeias pesa-
da, 0 peptideo J3 corresponde ao peptideo L C-terminal de cadeia
leve do tipo lambda. O peptideo J4 corresponde ao dipeptideo Cys
~Ser. Os marcadores eletrofordticos estao indicados na parte la-

teral da figura.



COMPOS I GAO

TABELA 1

DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORE

TICA E DETERMINAQKO DO RESIDUO N~TERMINAL DO PEP

TipEo J1

-~
Residuos

J1

moles de resTduo/mol de peptideo

CMCysSOo
Lys
Asp
Ser(a)
mobilidade

mobili dade

N-~terminal

0.93 (1) ¥
1.11 (1)
1.12 (1)
0.83 (1)
pH 6.5 0.38

pH 3.5 . =0.21

{a)- Valor
{b)~- Entre

naoc corrigido para tempo zero de hidrolise

parenteses o valor teodorico integral
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TABELA 2

COMPOSICAO DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORE-
TICA E DETERMINACAO DO RESIDUO N-TERMINAL DO PEP~-
TIipEo J2.

J2
Residuos
moles de residuo/mol de peptideo

CMCysSO, 1.41 (2)(b)
His 1.30 (1)
Thr () 1.62 (2)
Glu 1.34 (1)
Pro . 3.96 (4)
Ala 1.22 (1)
Leu 1.15 (1)
mobilidade pH 6.5 0.56
mobilidade pH 3.5 -0.1
N-terminal Thr

(a)- Valor nao corrigido para tempo zero de hidrolise

(b)- Entre parenteses, o valor tedrico integral
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Tabela 3

COMPOSI GCAO DE AMINOACIDOS, MOBILIDADE ELETROFORETI-
CA E DETERMINAGAO DO RESTDUO N-TERMINAL DO PEPTIDEO

J3

J3

Residuos
moles de residuo/mol de peptideo

CMCysS O, 0.69 (1) <P
Thr(® 0.94 (1)
Ser 1.30 (1)
Glu 0.99 (1)
Pro 1.08 (1)
mobilidade pH 6.5 0.85
mobilidade pH 3.5 | -0.36
N-terminal Pro

(a)~ Valor nao corrigido para tempo zero de hidrolise

(b)- Entre par@nteses, o valor teorico integral
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TABELA 4

COMPOSICAO DE AMINOACIDOSE MOBILIDADE ELETROFORE-
TICA DO PEPTDEO J4

-

J4
Residuos

moles de residuo/mol de peptideo

CMCysSO, i 0.83 (1) (®
ser(®) 1 (1)
mobilidade pH 3.5 -0,98

(38)- Valor nao corrigido para tempo zero de hidrolise

(b~ Entre parenteses , o valor teodorico integral

-5 8-~
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Mieloma mUltiplo & um tipo de imunoglobulinopa-
tia,derivado da super produgao de imunoglobulinas de um unico
clone de plasmdcitos originado deuma Unica celula "progenitora’
que se torna neoplasica,

0 alto grau de homogeneidade da paraproteina M & ca
racteristico de jmunoglobulinopatias monoclonais do tipo
mieloma multiplo e oferece oportunidade de se fazer analise f7-
sico-quimica refinada, importante para a compreensao do papel
biol0gico da molecula de anticorpo.

A proteina monoclonal IgGl constitui aproximadamen=-
te 75% dos casos de mielaoma multiplo do tipo IgG estudados { GREY
e colab., 19645 MACKENZIE e colab., 1972).

E muito importante a estocagem 3 baixa temperatura
(-70°C) do plasma paraproteinemico logo apos a coleta, o que fa
vorece a preservacao de suas propriedades fisico-quimicas e bio
16gicas.

0s resultados de analise eletroforetica, seguida de
densitometria do plasma JJ0, sdo caracteristicos de caso tipico
de mieloma mUltiplo monoclonal com paraproteina M de migragao
eletroforetica gama. A banda compacta de mobilidade eletrofore-
tica tipo gamaglobulina lenta indica homogeneidade molecular ca
racteristica de gamopatia monoclonal,

0 controle eletroforetico da fragdo A, obtida de cro
matografia de troca ionica em DEAE ce?u?ose do plasma patologi-

co JJO, evidencia a purificagdao do componente M mxe]omatoso T1i-
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vre de contaminagdes de outras proteinas plasmaticas,o que ates
ta a eficiencia da metodo]bgia de separacao.

A analise imunoeletroforética do fracionamento do plas
ma JJO confirma a presenga da parapfote?na M (JJO) purificada,
en concentragﬁo elevada sob a forma de um uUnico arco de precipi
tagao cafédico de migracgdo eletroforetica caracteristica de ga-
maglobulina lenta, o que corrobora os resultados obtidos do con
trole eletroforetico.

O0s imune-soros de diferentes especificidade tipifica
ram soro1ogicamente a fragao A, obtida de cromatografia de tro-
ca ionica do plasma.JJ0, como uma imunoglobulina IgG do isotipo

IgGl portadora de cadeias Teves do tipo antigenico lambda. A.
ausencia de reagao de precipitacdo entre a fragio A e o imuno-
-soro especifico anti cadeias leves do isotipo kappa sugere que
o'componente M purificada estd Tivre de contaminacGes de protei
nas sericas constituintes do espectro total de IgG. |

A presenca de uma Unica banda correspondente a fra-
¢do A ndao reduzida em PAGE/SDS (eletroforese em gel de poliacri
lamida na presenca de dodecil sulfato de sodio) evidencia o grau
de puréza do componente M (JJoy). As bandas eletroforéticas de
peso molecular em torno de 50000 e 25000 daltons (determinado em
re]agao a marcadores de peso molecular conhecido) em PAGE/SDS da
amostra reduzida com DTT podem ser interpretadas como as cadeias
polipeptidicas H (cadeia pesada) e L (leve) constituintes do mo

delo tetramerico de IgG. Esta & uma evidéncia,que confirma o}
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grau de pureza da proteina mielomatosa JJ0,e que estimula a rea
1izacdao de estudos imunoquimicos em nivel molecular.

0 numero, arranjo das pontes dissulfeto intercadeia
polipeptTdica H (pesada)e L (leve) e a sequéncia de aminoécfdos
dos peptideos,envolvidos nas jungoes inter H-H e inter H-L , ca-
racterizam cada classe e subclasse de imunoglobulinas ( COHEN e
colab., 1967; FRANGIONE e colab., 1969a ; DORRINGTON, 1978).

Para a tipificacdo quimica da proteina M (JJ0) foram
purificados, caracterizados e isolados os peptideos comprometi=-
dos com as pontes dissulfeto intercadeia. A tipificacao quimica
(FRANGIONE e colab., 1969a), baseada .essencialmente na redugdo
branda das pontes dissulfeto intercadeia seguida de alguilacgao
radioativa e eletroforese de alta voltagem do digesto peptico-
-triptico, fornece um "pattern"” autoradiogréfi;o caracteristico
de cada isotipc. Esta metodologia tem a vantagem de dispensar o
5010 imune—espec?ficq propiciando uma classificacao em base
quimica.

0s peptideos carboximetilados, que participam das
pontes dissulfeto intercadeia (FRANGIONE e colab., 196%a), apre

sentam a seguinte estrutura e mobilidade eletroforetica:

TIPO FRAGMENTO PEPTICO-TRIPTICO MOBILIDADE
' ~ pH 3.5 pH 6.5
L Pro-Thr-Glu-Cys=-Ser ~-0.22 0.85
H=1 : ' Ser~Cys~Asp~Lys -0.21 0.38

H~-H Thr—His—Thr—Cys—Pro—Pro-Cys—Pro-Aia-Glu—Leu ~0.10 0.56
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Da autoradiografia da eletroforese em pH 3.5 do di~-
gesto peéptico-triptico da proteina JJO reduzida e carboximetila
~dasfoi obtido um “"pattern" caracteristico da subclasse IgGl com
cadeias Teve do isctipo Tambda,onée as bandas radioativas Jl1,J2
e J3 contém os peptideos H-L, H-H e L respectivamente. A pre-
senca de outras bandas radiocativas na regiao de mobilidade ele-
troforetica do peptideo H-H pode ser interpretada como decorren
te do tempo de digestdo triptica. Apos quatro horas de digestao,
surge uma banda adicional, que contem o peptideo H-L - unido
" ao peptideo H~H, e gue n3o esta presente apos oito horas de di-
gestio (FRANGIONE e colab., 1969a). Este peptideo grande(HL+HH)
contem tres resTduos CMCys (carboximetilcisteina), e & provenien
te de digestdo incompleta na altura do residuo de Lys (222) si-
tuada entre os peptideos H-~L e H-H. Esta digestdo incompleta e
devido & presenca de um grupo polar (Asp) vizinho ao residuo de
Lys, o que dfminue a velocidade de hidrolise (NEEDLEMAN, 1970).

Utilizando o conhecimento, que peptideos com carboxi

metilcisteina podem ser oxidados para a forma sulfona segundo a

reacgao:
?HZCOO CH,C00
S ' 0 S—0
| HCO ,0H _ |
CH ) CH
! 2 . , ! 2
A—NH-~~CH-—CO0-— B A~C0—CH—C0—B
foram purificados os peptideos, que caracterizam a

cadeia pesada e cadeia leve da proteina JJ0.
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Apos oxidacao o va?or de pK do grupo S - carboximetil
(pK = 4.0) vizinho ao atomo de enxofre sofre uma aTieragEo e se
aproxima das propriedades de um grupamento a-carboxila (pK=2.,0)

Na eletroforese em pH 3.5 este grupo permanece ioni-
zado e resta uma fracdo de carga eletrica, que altera a mobili-
dade do peptideo oxidado. Em pH 6.5 os peptideos contaminantes
com mobilidade eletroforetica identica, devido a ionizagdo das
carboxilas B e y de acido aspartico e acido glutamico (pK,Asp=
3.9C, pKoGlu= 4.2, BAILEY, 1967), permanecem inertes ac trata-
" mento de oxidagio e suas cargas em pH 3.5 estdo atenuadas e
suas mobilidades eletrofor@ticas correspondentes estdo consequen
temente alteradas. Em pH 3.5 os peptideos contaminantes,que nao
possuem grupamentos laterais fonizaveis, nac tem sua mobilidade
modificada.

Durante as etapas de purificagiao do peptideo H-H da
prote?na JJ0 foram detectadas tres bandas radioativas contami-
nantes de mencr intensidade, cujas composicoes de aminoacidos
foram compativeis com a da banda principal. Este résu]tadé e ex
plicado pela oxidagao incompleta dos dois residuos CMCys presen
tes neste peptideo (FRANGIONE e colab., 1968).

A anilise de aminodcidos do peptideo J1 mostra ~-uma
composigao tipica do peptideo H-L. A presenca de Asx Justifica
determinar o grau de amidagao deste aminoécidq; que pode ser de
duzido a partir do valor de mobilidade medida a pH 6.5 e do pe-

so molecular calculado da andlise de aminoacides. A figura 3 re
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produz o grafico de Offord, que relaciona a mobilidade eletro-
foretica dos peptideos em fungao da carga e do seu peso mole-
"cular (OFFORD, 1966). Para o valor de mobilidade m = 0.38 e um
Pl{ = 542, o valor de carga corresponde a € = -1, o que permite
concluir que Asx corresponde a um residuo de acido aspartico e
nao de asparagina (Asn)., Esses resultados, somados aqueles que
mostram serina como residuo amino terminal, confirman o isola-
mento peptideo de cadeia pesada, que fez a juncdo H-L atraves de
uma ponte dissulfeto.

| A composicdo de aminoacidos do peptideo J2 indica a
presenca de Gl1x, cujo estado de amidac3do foi deduzido pelo gra-
fico de Offord. Para o valor de mobilidade m = 0.56 e um PM=1344
o valor de carga corresponde a e = -2.5; esce vaior fracionario
e esperado devido ao ambito do valor de pK do grupamento imida-
zoil (5.8 = 7.5), que faz com que peptideos, contendo histidina
se comportam de maneira imprevisivel em pH 6.5 (OFFORD,1966) .
Esses valores indicam a presenga de acido glutamico e nao de
glutamina (Gin).

A presenca de quatro prolinasnneste peptideo & muito
fmportante pelo fato deste residuo alterar a estrutura g-helice
das cadeias polipeptidicas (BAILEY, 1967), o que confere flexi-
bilidade estrutural a este segmento molecular. As duas meias cis
tina, detectadas neste peptideo, indicam a presenga de duas pon

tes dissulfeto, fazendo a'jungao H-H na proteina Jdo.



-66-

Esses resultados mais aqueles, que indicam Thr e His
como residucs amino terminais, confirmam o isolamento do peptT-
deo H-H da regiao da dobradiga, que caracteriza a prote?na'JJO,
cohe pertencente a subclasse IgGl.

A composigao de aminoacidos que indica GIx no pepti-
deo radioative J3, justifica a determinacdo do seu estado de
amidagao a partir do valor de mobilidade e]etroforética, medida
a pH 6.5 e do peso molecular, calculado de analise de aminoacidos.

Para o valor de mobilidade m = 0.38 e PM = 542, o0 va-
~lor de carga correspondente do peptideo J3 @ € = -2. Estes re-
sultados indicam que GIx corresponde a um residuo de acido glu-
tamico e ndo ao de glutamina (Gln).

Essas evidencias mais aquelas de Pro como residuo amj
no terminal confirmam ¢ isolamento do pépt?deo C-terminal, que
caracteriza a cadeia leve da proteina JJO0 como do isotipo lamb-
dg portadora Qa inica ponte dissulfeto, que faz a juncio com- a
cadeia pesada.

A analise de aminoicidos do peptideo J4, obtido de
mapeamento diagonal e de eletroforese de alta voltagem do diges
to peptico-triptico da proteTna JJO, reduzida e carboximetilada
em pH 3.5, mostrou que se trata de um dipeptideo de composicido
global Cys,Ser. Este peptideo e oriundo de québra peptica e @
caracteristico da porgao C-terminal de cadeia leve do isotipo
lambda (PERRY e colab., 1972), Na figura 19 estio representados
esquematicamente os peptideos J1, J2, J3 isolados da proteina.

M(JJ0).
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A proteina JJO foi estudada através de mapeamento dia-
gonal, que e uma tecnica ﬁfi? para a 1o¢a3izagﬁo dos peptideos,
envolvidos nas pontes dissulfeto (FRANGIONE e colab., 1968). Es
ta metodologia esta baseada na oxidagdo dos peptideos, que con-
tem cistina, e que migram sob a forma de par. A banda, que con-
tem o peptideo de interesse, e exposta a vapor de acido perfor-
mico, que faz a clivagem oxidativa das pontes dissulfeto, levan
do a acido cisteico, que confere carga negativa ao peptideo
(HARTLEY, 1970). Este mapeamento difere do mapa diagonal classi
co (BROWN e colab., 1966) neste caso as proteTnas sao submeti-
das a redugio branda com DTT e em seguida marcadas seletivamen-
te com @cido jodoacBtico C'¥. |

0s resulzados, obtidos do-mapeamento diagonal da pro
teTna JJO, permitem localizar os pept?deos carboximetilados dJd1,
JZ, J3 e J4 que se situdm fora da diagonal devido ac valor de
pK do grupo carboximetilcisteina que & menor quando oxidado na
forma de sulfona(HARRIS,1967).Esses peptideos correspondem res-
pectivamente aos peptideos H-L, H-H, L (peptideo C-terminal de
cadeia lambda) e ao dipeptideo Cys,Ser, derivados da  primeira
dimensdo (?ig.¥2) que caracterizamquimécémente a proteina JJ0.

Foi demonstrado que racas distintas vivendo em cir-
icunstﬁncias diferentes mostram predominancia de haplotipos, que
‘s3o herdados como unidades. A proteTna M(JJO) IgGl Glm ( zax )
apresenta haplotipo descrito para as imunoglobulinas IgGl de in

dividuos de todas as racgas com excegao daqueles de raga negra

( van LOGHEM, 1871).



“H0 .

0 marcador alotTpico Glm (z) esta ]ocaiizado no. do-
minio CH1 de IgG! e corresponde ao residuo de Lys na posigao 214.

0 alotipo Glm (a) corresponde aos residuos Arg-Asp -
Glu-Leu referente as posicoes 355 a 358, localizadas no dominio
CH3 de IgGl. 0 alotipo Glm (x) estd localizado no dominio CH3
de IgG1 (GRUBB, 1970; NATVIG e colab., 1973).
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De paciente (JJ0) da Faculdade de Medicina da Unicamp com
quadro clinico caracteristico de mieloma mGltiplo  foi obtido
plasma com alta concentragﬁo de paraproteina M. A presenga de
uma banda compacta indicativa de homogeneidade molecular ca-
racteri stica de plasma patologico mielomatoso e de mobilidade
eletroforética tipo gamaglobulina lenta, foi detectada atraves
de analise eletroforetica seguida de densitometria.

0 fracionamento do plasma JJO em DEAE celulose, levou a
obtengao da fragao A, cujo controle eletroforetico evidenciou a
purificagdo do componente M mielomatoso, livre de contaminacoes
de outras proteinas plasmaticas.

A fragao A foi tipificada sorologicamente como uma imuno-
globulina IgG do tipo IgGl com cadeias leves do isotipo lambda.

0 grau de pureza da proteina ;JJO0.{fragdo A) foi confirma-
do em eletroforese em gel de po?facrilamida na presenca de SDS.
A amostra,analisada na forma reduzida,mostrou a presenca de bapn
das eletroforeticas com peso molecular em torno de 50000 e
25000 daltons em relacao aos marcadores e que correspondem  as
cadeias pesada (H) e leve (L) respectivamente,.

A proteina M{JJ0) foi caracterizada quimicamente como uma
iﬁunog1obulina IgGl com cadeias 1e§es do isotipo lambda,atraves
de autoradibgrafia da eletroforese em pH 3.5 do digesto peptico
~triptico da proteina JJ0,reduzida e carboximetilada.Deste tra-
tamento quimico foram obtidas as bandas radicativas J1,J2 e d3 de

mobilidade eletroforetica dos peptideos H-L, H-H e L respectiva
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mente, e que caracterizam o padrao IgGl lambda.

O peptideo J1 de composigao Ser,Cys,Asp,lys confirma o i
solamento do peptideo de cadeia pesada gama 1,que faz a jungao
H-L atraves de uma ponte dissulfeto com o residuc Cys 214  de
cadeia lambda.

O peptideo J2 de composigao Thr,His,Cys,Pro.Pro,Cys,Pro,
‘Ala,Glu,leu demonstra o isolamento do peptideo H-H da : regiao
da dobradica, que caracteriza a proteina M(JJO) como pertencenw
te a subclasse IgGi. | '

0 peptideo J3 de composisao Pro,Thr,Glu,Cys,Ser .ratifica
o isolamento do peptideo C-terminal, que caracferiza -a cadeia
leve da proteina JJO como do isotipo lambda portadora da “Unica
ponte dissulfeto,que faz a jungao com a-cadeia pesada,

0 peptideo J4 de qomposigio Cys,Ser comprova o isolamento
do dipeptideo C-terminal de cadeia leve lambda oriundode quebra
peptica-triptica.

O0s resultados de mapeamento diagonal da proteina JJC per=
mitiram localizar os peptideos radicativos J1, J2, J3 e J4 si-
tuados fora da diagonal e que correspondem respectivamente aos
peptideos H-L, H-H, L e ao dipeptideo Cys,Ser, obtidos na ca-
récterizégﬁo quimica da proteina JJo0.

0 haplotipo determinado caracteriza a proteina M(JJO) co=
mo IgGl Glm(zax), &escrito para as IgGl de individuos de todas

as ragas com excegao daqueles de raga negra.
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0 isolamento e catacterizagﬁo_de paraproteinas M s3o de
importancia para a imunoquimica aplicada e abrem perspectiva
para o correlacionamento do isotipo com a patologia correspon-
dente e ainda fornece suporte para estudos de filogenia molecu

lar do modélo IgG.
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Plasma from a patient (JJ0) with multiplie myeloma showing
high Tevels of M paraprotein was obtained from the Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual de Campinas.

The results of electrophoretic analysis followed by denéi
tometry showed a compact band indicative of molecular hcmogenei
ty characteristic of patient presenting monoclonal gamopathy.

Fraction A containing myeloma protein was isolated from
Vthe pathologyc serum JJO by ion exchange chomatografy in  DEAE
~celulose. Electrophoretic control of this fraction indicates
the purification of the M component, without contamination with
other plasma proteins.

Fraction A was typed serologicaly as an IgGl immunoglobu-
1in with lambda light chains.

The pufity of JJO protein (fraction A} was confirmed in
SDS-polyacrylamide gel e1eCtrofofésis. The reduced JJO protein
showed two bands of 50 and 25K corresponding to heavy and light
chains respectively.

The M(JJ0) paraprotein in was chemically typed as an IgGl
protein with lambda light chains by autoradiography of high vol
tage electrophoresis of a pepsin-trypsin digests of myeloma pro
tein partially reduced and aiky1ated with iodoacetate~€‘4. This
material produces a consistent autoradiographic pattern, which
shows radioactives bands J1, J2 and J3 of electrophoretic mobi-

lity characteristic the H-L, H-H and L peptides respectively.
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The amino acid composition ofrdl peptide (Ser, Cys,Asp, |
Lys) identifies the peptide that 1inks covalentily H to- L
chains through Cys-214, located on the C-terminal region of
tambda chains.

The amino acid composition of J2 peptide (Thr, His, Cys,
Pro, Pro, Cys, Pro, Ala, Glu, Leu)} identifies JJ0 to be an
IgGl protein. |

_ The amino acid composition of J3 peptide (Pro, Thr,-G}u.
-Cys, Ser) identifies the C-terminal peptide of lambda 1ight
chains present in JJ0 protein, and contain the half-cystine
which.joins L to H chains.

The amino acid composition of J4 peptade {Cys, Ser) iden
t1f1es the C-terminal dipeptide of 1ambda light chain obtained
after identifies the C-terminal dipeptide of lambda light chain
obtained after pepsin-trypsin digestion.

The diagonal map of the JJ0 protein allows the identifi
cation of radioactine H-L, HH, L and to the Cys, Ser dipeptide,
obtained in the chemical characterization of the JJO protein.

The haplofype determined characterizes the JJO protein
as. IgG1 GIm(zax) present in y1 chains of all races with the
exception of negroes,

Isolation and characterization of paraproteins M is im
portant td applied immunochemistry and makes ﬁossib]e a éorrg
laéion of a particular isotype with the the corresponding pa-
thology; these studies give further evidence to ~--“undérstand

the phylogeny of the IgG model in a mole;u1ar basis.
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