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Resumen

Para el estudio del estado redox (tiol-disulfuro)
de las proteinas, se utilizan técnicas de bioquimica
clasica y de protedmica, incluidas aquellas de segun-
da generacion (DIGE, ICAT), basadas en el marcaje
especifico de restos de cisteina. Dichas técnicas de
protedmica se han empezado a usar en el estudio de
los mecanismos que median procesos de desarrollo y
respuesta a estreses en humanos, mamiferos, organis-
mos modelo tales como Escherichia coli, y en menor
medida en plantas. Sin embargo, su potencial dista
mucho de ser totalmente explotado. El objetivo de
este trabajo es el de optimizar el uso de las técnicas
DIGE e ICAT para el estudio del proteoma redox, uti-
lizando Arabidopsis thaliana como sistema modelo.
La aplicacion de estas técnicas ha puesto de mani-
fiesto su utilidad para la caracterizacion del estado
redox de las proteinas, pero también a demostrado la
importancia de incluir en los experimentos controles
adecuados para cada paso del protocolo.

Se conoce como proteoma redox al conjunto de
proteinas susceptibles de cambiar su estado de oxido-
rreduccion en respuesta a algun estimulo. Estas modi-
ficaciones, que afectan principalmente a los residuos
de cisteina, pueden ser irreversibles (como la oxida-
cion a acido cisteico), lo que conlleva la pérdida de
actividad biologica, o reversibles, en los que el grupo
tiol se puede oxidar a puente disulfuro (cisteina-cis-
teina). Dichas modificaciones reversibles constituyen
mecanismos de regulacion de la actividad, vida media
y patrén de interaccion de la proteina [1-4].

En un experimento tipico dirigido a la caracteriza-
cion del proteoma redox, se utilizan técnicas basadas
en gel y cromatograficas e incluyen etapas de i) ex-
traccidn proteica, ii) marcaje de tioles libres median-
te agentes tiol-reactivos (iodoacetamida, maleimida,
glutation) unidos a algtn tipo de elemento marcador,

como biotina o sus conjugados, antigenos, o fluoro-
cromos (monobromobimane, fluoresceina), iii) puri-
ficacion o separacion, por cromatografia o electrofo-
resis y iv) cuantificacion e identificacion, mediante
analisis de imagen y espectrometria de masas.

Las técnicas de protedmica cuantitativa de segun-
da generacion que implican el marcaje especifico de
restos de cisteina, tales como DIGE o ICAT, se han
empezado a utilizar en estudios del estado redox de
proteinas en diversos sistemas como mamiferos [5],
bacterias [6] y en menor medida, en plantas [7]. Para
caracterizar el estado redox de las proteinas en Arabi-
dopsis thaliana, en nuestro grupo se estan optimizan-
do las técnicas redox-DIGE y oxICAT. Estas técnicas
se basan en el marcaje diferencial de los residuos oxi-
dados y los reducidos. En nuestro caso, este marcaje
se llevo a cabo en la misma muestra, en lugar de en
dos muestras diferentes. El flujo de trabajo seguido se
detalla en la Figura 1. La preparacion de la muestra
se llevd a cabo a pH acido, lo que evita intercambios
tiol-disulfuro y oxidaciones espontaneas, que se dan
a pHs 7-9 [8]. Para poder utilizar los dos agentes
en el mismo tubo de ensayo, fue necesario eliminar
el exceso de reactivo en cada paso del proceso. En
el experimento, se incluyeron controles en los que
las muestras se redujeron completamente desde el
principio, de manera que s6lo uno de los reactivos
marcadores deberia detectarse en los resultados.

La aplicacion de ambas técnica puso de ma-
nifiesto la utilidad de las mismas para discriminar
entre residuos oxidados y reducidos. Sin embargo,
a la vista de los resultados de los controles con
muestras reducidas (no mostrados), la eficiencia
del proceso de marcaje es menor de la esperada,
demostrando que la inclusion de este tipo de con-
troles es de gran importancia para evaluar la validez
del experimento y corregir el error generado por el
marcaje residual.
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Figura 1. Esquema de las técnicas redox-ICAT (A) y redox-DIGE (B). Tras la extraccion proteica, los marcajes se realizaron
con ambos agentes en el mismo tubo de ensayo.
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