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Expressao da proteina em um
sistema recombinante
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Purificacao
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Eletroforese

!

Ensaios bioquimicos




* A técnica de IMAC baseia-se na afinidade que ions metdlicos imobilizados em
uma matriz sdlida apresentam por certos grupamentos expostos na superficie de
uma molécula, que devem ser doadores de elétrons;

Metal quelatado
imobilizado

\ Matriz sélida

Agente quelante

* O agente quelante é acoplado a matriz sélida por ligacdes covalentes. O ion
metalico, por sua vez, é imobilizado ao agente por ligacdes de coordenacdo (no
exemplo, uma ligacdo com nitrogénio e duas com oxigénios)



 Com a tecnologia do DNA recombinante foi possivel a incorporacao de caudas em
proteinas que nao contém naturalmente espécies doadoras de elétrons,
conferindo a mesma a possibilidade de purificacao por IMAC.
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Proteina

LigacOes de coordenagao reversiveis serao formadas
entre o ion metdlico quelatado e residuos de
aminoacidos como o imidazol (histidina), tiol
(cisteina) e indol (triptofano), os quais doam
elétrons para o ion metalico, atuando como base de
Lewis



Adicdao de um competidor forte
para eluicdo da proteina




Link para o video de eletroforese



A proteina que vocés receberdo e que passou pelos processos vistos anteriormente é a PDI

* Expressa em quase todos os tecidos de mamiferos
* Abundante no RE, mas é expressa na membrana plasmatica de alguns tipos celulares

* 4 dominios distintos (em sequencia: a, b, b’,a), uma sequéncia interdominio x e uma
sequéncia ¢ terminal que possui a sequencia KDEL
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Wang C, et al., Antioxid Redox Signal, 2013
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* Oxidacao e reducao de proteinas tiol sao dois dos mais importantes mecanismos
pelos quais reativos oxidantes integram as vias de transducao de sinal
intracelulares;

* Dessa forma, produtos do burst oxidativo poderiam afetar grupos tiélicos da PDI,
alterando seu padrao de oxidacao
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PDI reduzida — 7 tidis livres (forma reduzida)
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PDI oxidada — quantos tidis terao se oxidado com
o tratamento?



DTNB - 4cido 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico): usado para quantificar o nimero ou a
concentracao de tidis em uma amostra

* Tiol reage com o composto, clivando a ponte dissulfeto para gerar o TNB-(2-nitro-5-tiobenzoato),
o qual ioniza ao didnion TNB? em meio neutro e alcalino.

* Areacao é rapida e estequiométrica, de forma que a adicao de 1 mol de tidl libera 1 mol de TNB.

« O TNB%* tem cor amarela e pode ser quantificado em espectrofotometro pela leitura da
absorbancia a 412 nm (e = 14.150 M1 cm™).



