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PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA SBP2 (SUCROSE BINDING PROTEIN) DE Glicine max  EM Escherichia coli 
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A proteína Sucrose Binding Protein (SBP2) tem sido descrita como importante componente no sistema de transporte de sacarose em plantas. SBP2 possui atividade de ligação a GTP e de transporte de sacarose. Entretanto, a proteína SBP2 não possui características estruturais de transportadores de metabólitos e, sendo assim, o mecanismo pelo qual a proteína media o transporte de sacarose nas células do floema não foi elucidado. Consequentemente, o conhecimento da estrutura tridimensional da proteína SBP2 parece ser necessário para a compreensão da sua função. Este trabalho descreve a purificação de SBP2 em condições desnaturantes e posterior renaturação da proteína para cristalização. Para isso, o cDNA de SBP2, isento do fragmento que codifica o peptídeo sinal, foi clonado no vetor pET-16b, e a proteína recombinante, fusionado a uma seqüência de histidina no N-Terminal, foi expressa em E. coli estirpe BL21(DE3), seguido de indução com IPTG. A proteína foi purificada em batelada sob condições desnaturantes através da resina Ni-NTA agarose. A proteína foi eluída em tampão Na2HPO4 pH 7,5, NaCl, uréia 8M e imidazol 250mM. Após a repurificação, a proteína foi renaturada por diálise em concentrações decrescentes de uréia (7M - 0M), contra o tampão HEPES pH 7,5, glutationa oxidada, glutatina reduzida, NaCl, MgCl2, glicerol e NP-40. A renaturação da proteína foi analisada através da sua atividade de ligação a GTP e capacidade de formar dímeros. As análises das frações foram feitas com SDS/ PAGE e o gel foi corado com comassie blue. O sistema de batelada foi eficiente na purificação da proteína sendo esta conduzida à cristalografia após a sua renaturação. ( FAPEMIG, PADCT/CNPq) 

