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Objetivos

Produgdo e purificagdo dos dominios da
proteina humana BiP (Figura 1): dominio de
ligagdo ao nucleotideo (DLN) e o dominio de
ligacdo proteina cliente (DLP). Seguido das
caracterizagbes estruturais e funcionais por
meio de técnicas biofisicas e bioquimicas.

Figura 1: Estrutura 3D da BiP humana (PDB
ID:5E84)

Métodos e Procedimentos

As construcbes dos DLN e o DLP
recombinantes foram superexpressos em
Escherichia coli BL21(DE3) por meio do vetor
pET28a. As purificacbes foram feitas por
cromatografia de afinidade ao Ni** e pela
cromatografia de exclusdo por tamanho. A
purificacdo foi acompanhada por SDS-PAGE
15%. Os dominios purificados foram entdo
analisados usando as técnicas: dicroismo
circular (CD), fluorescéncia intrinseca do
triptofano, calorimetria diferencial de varredura

(DSC), cromatografia de exclusdo por tamanho
analitica (aSEC) e por meio das atividades
ATPésica e chaperona.

Resultados

Os dominios foram obtidos com elevada pureza
(>95%). A estrutura secundaria, analisada por
CD, mostrou que o DLN é majoritariamente
composto por hélice-a, enquanto que o DLP
por folha-B. Na fluorescéncia intrinseca do
triptofano, apenas o DLN na presenca dos
nucleotideos sofreu alteragfes na estrutura
terciaria local. Nas analises térmicas, por CD e
DSC, o DLP se mostrou termicamente mais
estavel e o DLN ganhou estabilidade na
presenca de nucleotideos adenosina. Na
aSEC, o DLN se mostrou um mondmero
globular, enquanto que o DLP se apresentou
como uma mistura de diversas espécies

oligoméricas. Quanto as caracteristicas
funcionais, o DLN apresentou atividade
ATPéasica e o DLP mostrou atividade

chaperona sobre uma proteina cliente modelo.

Conclusodes

Os DLN e DLP da BiP humana sdo essenciais
para o seu funcionamento, e neste trabalho foi
possivel observar que ambos contribuem para
a estabilidade e funcionalidade da proteina.
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