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Caracterizacion de S-glutationilacion de proteinas a nivel de proteoma.
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La S-glutationilacién no solo es una respuesta
celular al estrés oxidativo, también es un mecanis-
mo para la regulacion postraduccional dindmica de
proteinas reguladoras, estructurales y metabodlicas.
Estudios recientes han demostrado su implicacion
en la regulacion de la sefializacion y rutas metabo-
licas de sistemas celulares [1, 2]. Por todo ello se
estan desarrollando métodos analiticos y proteémi-
cos que permitan la caracterizacion de estas modi-
ficaciones donde la principal limitacion a nivel de
espectrometria de masas que hemos encontrado en
nuestro laboratorio es la “calidad” de los espectros
de fragmentacion MS/MS.

Recibimos en nuestro laboratorio unas mues-
tras para la caracterizacion de glutationilaciones.
El objetivo del trabajo era la identificacion de sitios
de glutationilacion de proteinas en el proteoma de
Arabidopsis thaliana tras la infeccion con la cepa
no virulenta de Pseudomonas syringae. Disponia-
mos del proteoma no infectado (NI), del proteoma
incubado 4 h con un placebo (MgCl) y del proteo-
ma infectado 4 h con la cepa de P. syringae. De
cada proteoma disponiamos de tres condiciones: sin
agente reductor, tratada con glutation (GSH) y tra-
tada con glutation disulfuro (GSSH). Comenzamos
el trabajo con las tres condiciones de la muestra NI,
para lo cual confeccionamos tres geles SDS-PAGE,
respectivamente, con el fin de digerir la muestra
en gel concentrador y, de esta manera, limpiar el
proteoma [3] (el tampdn de muestra no contenia
beta-mercaptoetanol ni DTT). Los péptidos obte-
nidos tras las digestiones se analizaron mediante
LC-MS empleando un espectrometro de masas LTQ
(Thermo Fisher Scientific). Para la identificacion de
péptidos se empleo el software SEQUEST (Thermo
Fisher Scientific), incluyendo la glutationilacidén
como modificacion variable.

Al analizar los resultados observamos un alto
numero de glutationilaciones identificadas tanto en
la muestra NI como en la NI+GSH. El nimero de

péptidos identificados con un Xcorr > 2 fue muy
similar (aproximadamente 200), asi como fueron
similares los valores de este parametro entre los
péptidos de ambas muestras. Analizamos de modo
manual los espectros MS/MS con mejores puntua-
ciones sin confirmar ninguna glutationilacién en la
muestra NI, pero demostrando S-glutationilacion
para la muestra NI+GSH. Las conclusiones prelimi-
nares de estos resultados son que este abordaje no
permite la “automatizacion” en la identificacion de
glutationilaciones en proteomas ya que no es posible
establecer un punto de corte, puesto que espectros
con el mismo valor de Xcorr pueden ser asignados
como identificaciones correctas o incorrectas. El
estudio en profundidad de los espectros MS/MS da
una explicacion a este hecho y es la “idiosincrasia”
de los mismos para este tipo de modificacion. La
gran mayoria son especies M+3H", probablemente
debido a que en el glutation el enlace entre el as-
partico y la cisteina es tal que queda expuesto un
nuevo extremo -NH, susceptible de protonacion.
Esto acompleja el patron de fragmentacion a la par
que, en péptidos grandes, se pierde la zona alta del
espectro (m/z > 2000). Son espectros con un alto
nivel de “background” cuando los valores de Xcorr
no son > 4, y se asemejan mucho a espectros de
“contaminantes”. Este hecho hace que un espec-
tro con mal aspecto que no se corresponda con el
péptido candidato tenga la misma puntuacion, en
ocasiones, que el que si se corresponde. Dentro del
“background” podemos encontrar fragmentos proce-
dentes del glutation [4] como pérdida del glutdmico,
de todo el glutation o de parte del mismo, pero no
todos los fragmentos del espectro se pueden asignar
a este patron extra de fragmentacion.

En consecuencia, las puntuaciones obtenidas
empleando SEQUEST son, mayoritariamente, ba-
jos, aun en las asignaciones correctas, lo que hace
muy dificil establecer un criterio de calidad que es
imprescindible para el estudio de modificaciones
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a gran escala. El examen manual de los espectros
seria impensable, solo factible cuando estudiamos
modificaciones para una proteina tnica.

Quizas, un mayor conocimiento del mecanismo
de fragmentacién de estos péptidos pueda dar lugar
a una mejora en la identificacion correcta de los
mismos y, de esta forma, hacer posible el estudio de
esta modificacion a nivel de proteoma.
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Introduccion

Las intervenciones que faciliten el metabolismo
del 6xido nitrico (NO) en etapas colestasicas tempra-
nas pueden ayudar a mantener el estado redox de las
proteinas hepaticas. Ademas, escasos estudios han
explorado la participacion de la S-nitrosilacién de
proteinas y el metabolismo de nitrosotioles (SNO)
en la lesion hepatocelular por colestasis.

Metodologia

Se dividieron ratas macho Wistar (200-250 g) en
4 grupos (n=10): operacion simulada (OS), ligadura
del conducto biliar (BDL), y ratas BDL tratadas
con el inhibidor de sintesis de NO S-metilisotiourea

(SMT, 25 mg/Kg) o con acido tauroursodeoxicolico
(TUDCA, 50 mg/Kg). La funcién hepatica y NO
plasmatico se analizaron mediante ensayos bioqui-
micos. La proliferacion ductular se determind en
cortes teflidos con hematoxilina-ecosina y se con-
firmo6 con inmunotincién especifica (citoqueratina
19) de colangiocitos maduros. La fibrosis hepatica
se determind mediante tincion con tricrdmico de
Masson. Se analizd la expresion de la bomba ex-
portadora de productos conjugados (Mrp2), afectada
en diversos modelos experimentales de colestasis,
mediante western blot, y la de iNOS y la enzi-
ma nitrosoglutation reductasa (GSNOR, codificada
por el gen ADHS5 en humanos) por RT-PCR. Las
proteinas S-nitrosiladas se detectaron y purificaron
con el método “biotin-switch”, una aproximacion



