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Analysis of reversible and irreversible protein modifications upon oxidative stress
in Schizosaccharomyces pombe by proteomic approaches
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Reactive oxygen species (ROS) (H,0,, OH,, O,")
generated as a consequence of the oxygen metabolism
in aerobic organisms, have important roles in cell sig-
nalling. However, if they reach concentrations beyond
homeostatic levels they generate a situation of oxida-
tive stress where damages to cellular components are
produced. In the case of H,O,, even physiological le-
vels may produce a chronic low level of stress, which
progressively drives the cell into the aging process.

In order to understand the consequences of an
oxidative stress situation in the cell, it is important
to unravel which are the primarily biological targets
of ROS and which are the consequences of such
reactivity. Here we report the study of different ty-
pes of modifications that ROS produce in proteins in
Schizzosacharomyces pombe, under exogenous oxi-
dative stress, by adding H,O, to the culture media,
and also under endogenous oxidative stress, using
mutant strains defective for ROS scavengers.

By 1D electrophoresis, we observe that rever-
sible disulfide bond formation is increased upon
both stresses, and in the case of H,O, treatment,
the kinetics correlates with oxidative activation of
the S. pombe H,0,-sensor Papl. We also show how
shifting the growth of the mutant strains from an
anaerobic condition to an aerobic one results in
differential irreversible carbonylation of proteins.
We are extending these studies to the proteome level
to identify the target proteins of both stresses. We
have established a modification of the ICAT pro-
tocol to quantify the extent of reversible modified
cysteines. In addition, we have established a 2D
electrophoresis approach to identify targets of car-
bonyl modifications produced by oxidative stress.
This would allow us to study the consequences of
irreversible and reversible protein modifications and
their biological relevance after situations of intrinsic
and extrinsic oxidative stresses.
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La lipoproteina lipasa (LPL) juega un papel
central en el metabolismo lipidico hidrolizando los
triacilgliceroles (TAG) plasmaticos. Una de las res-
puestas metabolicas caracteristicas a la infeccion es
la hipertrigliceridemia, que es consecuencia, al me-
nos en parte, de la disminucion de la actividad LPL
de los tejidos. La administracion de lipopolisacarido

(LPS) provoca una inhibicion de la actividad LPL
tisular a nivel postranscripcional [1,2] y un aumento
de la produccion de oxido nitrico (NO). Estudios
anteriores han propuesto una relaciéon causa/efecto
entre el aumento de la sintesis de NO y la dismi-
nucion de actividad LPL tisular [2] aunque no se
ha determinado si esta interaccion es directa o esta



92

mediada por otros factores. En este trabajo hemos
estudiado la potencial nitracién in vivo de la LPL en
respuesta a la administracion de LPS en rata.

La administracion de LPS produce un aumento
de los TAG circulantes, de la expresion de la 6xido
nitrico sintasa inducible, de la produccion de NO y
una disminucion generalizada de la actividad LPL en
tejidos. De manera preliminar evaluamos la sensibi-
lidad de la LPL a la nitracidn, tratando in vifro LPL
bovina con peroxinitrito, una especie reactiva del
nitrégeno (RNS). La nitracion de tirosinas se ha defi-
nido como un marcador de la interaccion de proteinas
con RNS. Asi, la nitracion de la LPL bovina tratada
con peroxinitrito se determind mediante Western blot
anti-nitrotirosina y mediante la identificacion por
espectrometria de masas en tindem (MS/MS) de
secuencias especificas de la LPL que contenian tiro-
sinas nitradas. Para la localizacion de nitrotirosinas
mediante espectrometria de masas se compararon
tres estrategias distintas de fragmentacion MS/MS:
(1) MS/MS dependiente de datos de los péptidos
mas abundantes, (2) MS/MS dependiente de datos de
péptidos presentes en una lista de iones predefinida
y (3) MS/MS secuencial siguiendo una lista de iones
predefinida (Figura 1).
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Figura 1. Alineacion de las secuencias de la LPL bovina y
de rata y localizacion de las tirosinas nitradas detectadas.
En la secuencia se indican las tirosinas nitradas detectadas
en la LPL bovina (puntas de flecha negras) y en la LPL de
rata (puntas de flecha blancas) utilizando una estrategia de
fragmentacion MS/MS secuencial sobre un listado de iones
predefinido. En gris se indica la mdxima cobertura espera-
ble con el listado de iones barridos, mientras que la cober-
tura detectada experimentalmente se muestra en negrita. El
péptido senial se indica en cursiva. Los aminodcidos estdan
numerados empezando por el extremo N-terminal de la pro-
teina madura. LPLb, LPL bovina; LPLr, LPL de rata.

La primera estrategia de fragmentacion ofrecio la
maxima cobertura de secuencia, mientras que el ter-
cer método permitié detectar un mayor nimero de
tirosinas nitradas, mostrando una sensibilidad mas
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alta para este modo de barrido. Este analisis permitio
detectar 8 residuos nitrados in vitro en la LPL bovina
(Figura 1). El alto grado de homologia entre la LPL
bovinay la de rata permitieron el uso de los espectros
MS/MS de péptidos nitrados de la LPL bovina como
espectros de referencia para el analisis de una poten-
cial nitracion in vivo de la LPL de rata en respuesta a
la administracién de LPS. Para el estudio de la LPL
de rata mediante herramientas protedmicas purifica-
mos parcialmente la enzima a partir de homogenado
de corazon mediante cromatografia de afinidad a he-
parina-Sepharose y resolvimos isoformas de pl de la
LPL mediante electroforesis en 2 dimensiones, como
describimos en trabajos anteriores [3]. Las isoformas
de pl de la LPL se recortaron del gel, se digirieron
con tripsina y los péptidos obtenidos se analizaron
mediante MS/MS secuencial siguiendo una lista de
iones predefinida (Figura 1). Este analisis llevo a la
identificacion de tres residuos de tirosina nitrados in
vivo (en las posiciones 94, 164 y 316) en la LPL de
corazon de rata tratada con LPS (Figura 1).

Este estudio es el primero en identificar residuos
nitrados en la LPL, tanto in vivo como in vitro, y
demuestra que la LPL es una diana de las RNS en el
contexto de la endotoxemia [4]. Asi, estos resultados
sugieren que la nitraciéon puede constituir un meca-
nismo nuevo de regulacion de la actividad LPL ti-
sular y abren las puertas a futuros estudios dirigidos
al analisis de esta modificacion en otras situaciones
en las que se ha propuesto que la LPL puede estar
regulada por NO.
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