/)
po
©
e
-
()
£
. -
O
O
>
LL]
/p
©
@
-
o
O
()
[0
>
©
——
>
@
©
LL

(O
O
1=

>
@/

C

D

O
ge

(O

-
O

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Purificacion de
peroxirredoxinas a partir
de organos de animales

Alumno: Alvaro Avila Pérez

Junio, 2019



/)
po
©
e
-
()
£
. -
O
O
>
LL]
/p
©
@
-
o
O
()
[0
>
©
——
>
@
©
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Purificacion de
peroxirredoxinas a partir
de organos de animales

(O
O
1=

>
@/

C

D

O
O

(O

-
O

Alumno: Alvaro Avila Pérez

Junio, 2019



iINDICE

1Y 5] (o7 = 3
1. RESUMEN / ABSTRACT ... eesisiease s s s sesenms s s ss s s s s s s s nnnnnmmmmmsnan 4
2. INTRODUGCCION .....ooeeeeeeereeerereirsrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessn 5
21. Especies reactivas de OXigeno ........ccccviirrimrriniissnnsin s 5
2.2, PeroXid@sas .......cccccvrummmriiiiiiiiissens s 6
2.3. Peroxirredoxinas. Generalidades y tipos..........cccccrirrimrinnnninnnne e 7
2.4. Peroxirredoxinas tipo Prx6...........oo i n e 9
2.5. Purificacion de peroxXirredoXinas..........ccccccerrrrririisssssmmrrerssssssssssssesssssssssssssssseees 10
3. OBUETIVOS ... eeeee s e e s s e e s e e m s s s s s s s n s s e e s e n e e nnmmmmmsss s snnns 12
3.1.  Purificar Prdx6 de raton..........ccooeiiiiiiinniin s 12
3.2. Analizar actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina...........cccccceeeeeennnn. 12
4. MATERIALES Y METODOS ......ooveveteeeueesnesesessesesssssssssssssssssssssssssssssssssssesses 13
4.1,  ReEACHIVOS.....cetiiiiiiccni i ———————— 13
4.2. HOMOJGENEIZACION........eeeiiiieiiiirir e 13
4.3. Cromatografias.......ccccocmiiiiiiiiii i ———— 14

4.4. Dialisis, desalacion y concentracion de muestras. Determinacion de la

concentracion de Proteina ...........cccccceeerriiiiccssserrr e eennanan 15
4.5. Electroforesis SDS-PAGE...........ccciiir s 15
4.6. Deteccion inmunoldgica de Prdx6..........cccccocmmiriiiiniirnnnninees e 16
4.7. Actividad peroxidasa dependiente de tiorredoXxina.........ccccceeeeeriiiiiiiiiiiiiiiennenn. 17
5. RESULTADOS Y DISCUSION .......ocveeerereeereerereersresessssessesessssssssssssessssssssssssens 18
5.1. Purificacion de Prdx6..........cccccmiiiniiniiniin s 18
5.2. Actividad tiorredoxina peroXidasa..........ccceerirrmmiimmiimiiiieeer e 32
6. CONCLUSIONES ...t e e st e e s s s s s s e s s e e rnnnm s 33
A -1 TN (o Tc ] 7 Y =/ 34



1. RESUMEN/ABSTRACT

Este trabajo trata sobre la purificacion de la Prdx6 de raton que se ha hecho mediante
técnicas cromatograficas convencionales con el fin de tratar de analizar sus
caracteristicas cataliticas. Este tipo de peroxirredoxina pertenece al tipo 1-Cys de la
cual no se ha llegado a un absoluto consenso sobre el mecanismo catalitico. No
obstante, se trata de probar si la peroxirredoxina purificada de raton se ajusta al

mecanismo catalitico de la peroxirredoxina de 1-Cys de levadura [8].

This work deals with the purification of Prdx6 from a mouse that has been done by
chromatographic techniques in order to try to analyze its catalytic characteristics. This
type of peroxiredoxin belongs to the type 1-Cys from which it has not reached an
absolute domain of the catalytic mechanism. However, it is tried to test the
peroxiredoxin purified from the mouse conforms to the catalytic mechanism of 1-Cys
peroxiredoxin [8].



2. INTRODUCCION

2.1. Especies reactivas de oxigeno

Como especies reactivas, tenemos generalmente iones de oxigeno, peroxidos y
radicales libres. Suelen ser pequefas moléculas y altamente reactivas debido a la
capa de valencia. Son producidas debido al metabolismo de oxigeno, y dependiendo

de su estrés puede ser daiino para las células, lo que conlleva un estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se produce debido a un desequilibrio entre las especies reactivas
y el sistema del organismo. Es un aumento en la reduccion de la potencia celular, o
una disminucion en la capacidad reductora de los pares redox como por ejemplo el
glutation [9]. Este desequilibrio puede provocar efectos toxicos en nuestras proteinas
e incluso ADN, debido a los peroxidos y radicales libres. Un estrés oxidativo fuerte
provoca la muerte celular, incluso la necrosis. El dafio hace que haya un agotamiento
de ATP que detiene la muerte celular por apoptosis controlada, lo que hace que la

célula muera esparciendo por el medio compuestos muy téxicos [5].

Hay varios tipos de especies reactivas:

— 02" Se puede formar por una reaccion de autooxidacién. Es poco reactivo pero
puede liberar cationes de hierro (Fe?*) de ciertas proteinas.

— H202: Se puede formar por dismutacién o por reduccién directa. Se puede
difundir por membranas.

— -OH: Se forma en la reaccion de Fenton y por la descomposicion de OONO'.
Es muy reactivo y puede dafiar a todo tipo de componentes celulares.

— OONO™ Se forma entre una reaccién de ‘Oz y NO-. Puede someterse a
homodlisis y formar radicales hidroxilo y NO-.

— ROOH: Se forma por reacciones entre lipidos y nucleobases.

— RO- y ROO:-: Se produce o por adicién de radicales o por eliminacion de
hidrégeno.

— HOCI: Es muy reactivo y oxida faciimente todo lo que tenga relacién con

proteinas.



Como fuente principal de oxigeno reactivo tenemos a la pérdida de oxigeno activado
que hay en las mitocondrias durante la respiracion oxidativa. El H20> se puede
producir por una gran parte de enzimas entre las que se incluyen las oxidasas y
monooxidasas. Estas especies tienen una gran importancia en la sefializacion celular
y para que todo tenga un comportamiento adecuado debe de haber un equilibrio entre
el consumo y la produccion de oxigeno reactivo [1][9].

2.2. Peroxidasas

Son un tipo de enzimas que actuan como catalizadores en reacciones redox, en el
que el oxidante es el grupo peroxido y un sustrato reductor que es oxidado por el
peroxido.
ROOR’ + 2e" + 2H* - ROH + R'OH

Algunas peroxidasas de plantas tienen aplicaciones inmunoquimicas debido a su
estabilidad y a su facil conjugacion con inmunoglobulinas.
En animales las peroxidasas suelen tener una accion defensiva en saliva o leucocitos.
No todas las peroxidasas son defensivas, también las hay que sintetizan hormonas
como por ejemplo la yoduro peroxidasa que se encarga de sintetizar las hormonas
tiroideas. Otro ejemplo es la glutation peroxidasa la cual tiene una funcion
antioxidante. La glutation peroxidasa cataliza una reaccion de glutation (GSH) a un
disulfuro (GSSG) utilizando H20».

GSH + H202 —» GSSG + H20
Su funcion principal es proteger de la degradacion que se produce por los
hidroperdxidos.
La mayoria de los tipos de peroxidasas son hemoproteinas. La figura 1 muestra los
diferentes tipos de enzimas peroxidasas caracterizados.
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Fig.1. Tipos de peroxidasas [4]

2.3. Peroxirredoxinas. Generalidades y tipos

Las peroxirredoxinas son proteinas con una actividad peroxidasa con variedad de
sustratos como por ejemplo el H2O2, ROOH y ONOOH. Existen en casi todos los seres
vivos. Todas ellas tienen una cisteina peroxidatica en el centro activo, que es oxidada
a acido sulfénico por el peroxido. Este grupo se condensa con otra cisteina (cisteina
resolvente), entonces el disulfuro es reducido por un sistema enzimatico,
generalemente el sistema tiorredoxina, que esta compuesto por la tiorredoxina y
tiorredoxina reductasa. En algunos casos, el glutation provee la cisteina resolvente,
formando un disulfuro mixto que se reduce por el sistema glutarredoxina. El NADPH

es el poder reductor que reduce las peroxirredoxinas [7].

H,0, H,0 XSHeHO

Prx-C,-SH AQV Prx-C, -SOH —» Prx-C,-5-S-X

T R(OX)\ 9 /R(red) I

X-SH <

Fig.2. Mecanismo general de peroxirredoxina [7]



Funcionalmente se pueden distinguir dentro de este grupo las peroxirredoxinas que
tienen 2-Cys y 1-Cys. En la de 2-Cys, tenemos la cisteina peroxidatica y la cisteina

resolvente y eso se reduce con las tiorredoxinas.

® =Y
Cp |-SHHS 45 ROOH ROH SOHHS H,0 S=§
Cr |sHHSH 9 1 SH HS . SH HS
W
TRX(S-S) TRX(SH),
TRR
NADPH + H” NADP~

Fig.3. Ciclo catalitico para peroxirredoxinas 2-Cys tipicas [7]

Las de 1-Cys solo tienen la cisteina peroxidatica, por lo tanto para este tipo de
peroxirredoxinas, el mecanismo catalitico tiene controversia. El consenso general dice
que el glutatidn es el que aporta la cisteina resolvente, pero el mecanismo regenerador

general ya es debatido.

?) GSH NADPH /TRR / TRX
,>N
@

T @
ROOH  ROH H,0
Cp |sH soy OSH 2 S-SG

1 2

W
GRX-S-SG GRX(SH)

—

GSSG GSH
NADPH + H* >_< NADP* + GSH

GSR

Fig.4. Ciclo catalitico para peroxirredoxinas 1-Cys [7]

Otra clasificacién para las peroxirredoxinas se basa en secuencias conservadas y
perfiles de estructura alrededor del centro activo. Se divide en 6 tipos: AhpC/Prx1,
Prx5, Prx6, Bcp, AhpE y Tpx. De todas estas, solo se encuentran en mamiferos la
Prdx1, Prdx5 y Prdx6 [7].



2.4. Peroxirredoxinas tipo Prx6

La estructura de las peroxirredoxinas tipo Prx6 es similar a las tipo Prx1, con dimero
tipo B como estructura y con extension C-terminal larga. Lo que diferencia a las Prx6
de las Prx1, es que ésta no tiene cisteina resolvente. La mayoria de Prx6 no tienen
residuos de cisteina cerca de la cisteina peroxidatica para que se produzca el enlace
disulfuro, el cual se podria constituir sustrato para tiorredoxina. Incluso algunas Prx6
no tienen mas que la cisteina peroxidatica.

La peroxirredoxina tipo Prx6 en humanos (Prdx6) no muestra actividad peroxidasa
dependiente de tiorredoxina in vitro. Estudios, proponen que la Prdx6 actua como
glutation peroxidasa mediada por nGST (glutation transferasa) donde la Prdx6
formaria un heterodimero el cual se disocia y otra molécula GSH actua en el disulfuro
mixto regenerando la peroxiredoxina reducida y produciendo GSSG. La Prdx6 de
mamiferos tiene doble funcion, actividad peroxidasa y actividad fosfolipasa. La
actividad fosfolipasa se lleva acabo en un centro activo diferente y es optima a pH

acido debido a su localizacion lisosomal [2,3].

Prdx6-SOOH

43
Ry GSH:
H.O wGST
Prdx6— SH Yz—i’Prdxﬁ — SOH & Prdx6-SN —— Prdx6é- SSG

wGST

H,0

Fig.5. Mecanismo para la actividad peroxidasa de Prdx6 propuesto, con
formacion de una sulfenilamida como intermediario [3]

La Prx6 de levadura (Prx1p) muestra actividad peroxidasa dependiente de
tiorredoxina in vitro. Esta actividad tiorredoxina puede ser explicada debido a que la
cisteina peroxidatica oxidada (Cp-SOH) de una subunidad puede reaccionar con la



reducida (Cp-SH) de otra subunidad, formando un puente disulfuro entre las dos
cisteinas peroxidaticas. Ademas, el Cp-SOH oxidado de la Prdx6 de levadura puede
reaccionar directamente con el glutation reducido, formando un intermedio
glutationilado en el centro activo que se resuelve con la tiorredoxina de la levadura
(Trx3p) y se recupera el GSH, como se muestra en la figura 6 [8]. La caracterizacion
de la Prx6 de levadura ha revelado una accion antioxidante nueva de la reduccion de
glutation, el cual actuia como colaborador en el mecanismo catalitico de una

peroxidasa de tiorredoxina [8][3].
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Fig.6. Mecanismo propuesto para 1-Cys de levadura [8]

2.5. Purificacion de peroxirredoxinas

Se hace esta purificacion mediante técnicas recombinantes. Mediante la
tecnologia de ADN Recombinante se sintetiza en un plasmido un gen sintético con
la secuencia que codifica la proteina de interés. Esta metida en una bacteria, la
bacteria la produce y a partir de la misma se purifica. Sin embargo, en muchas

ocasiones este proceso no es efectivo porque la bacteria no puede sintetizar por

10



varias razones (toxicidad, mal plegamiento de la proteina, etc) la proteina con sus
propiedades cataliticas. Es por tanto que se debe de abordar la purificacién a partir
de material bioldgico nativo si queremos estudiar este tipo de proteinas. En otros
estudios se ha realizado empleando cromatografias de afinidad, cromatografias de
intercambio idnico, etc [6]. En nuestro estudio, vamos a tratar de purificar mediante
técnicas cromatograficas convencionales y a partir de tejido de raton la Prdx6
(Figura 7).

peroxidase
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LGRAAKLAPE

PIIDDKGRDL

APNFEANTTI

FAKRNVKLIA

AILLGMLDPV

GRIRFIDFLG DSWGLLFSHP

LSIDSVEDHL AWSKDINAYN

EKDANNMPVT ARVVFIFGP

RDFIPVCTTE

GETPTEKLPF

KKLELSILYP

PTLSEEEAKQ

ATTGRNFDEI LRVVDSLOQLT GTKPVA PVD WKKGESVMVV

LPSGKKYLRY TPQP

Peroxidase domain (‘‘TPVCTTE®?)
Peroxidase catalytic triad and active site (P40-T44-R132-C47)
PLA catalyvtic triad (S32-H26-D14(

Fig.7. Secuencia Prdx6 de ratén [3]
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3. OBJETIVOS

3.1. Purificar Prdx6 de raton

Se quiere purificar la Prdx6 de ratdon mediante técnicas cromatograficas
convencionales ya que la Prdx6 no se ha conseguido purificar satisfactoriamente
mediante técnicas recombinantes. Por lo tanto vamos a tratar de conseguir la Prdx6

de pulmén de ratdn para poder hacer una caracterizacién de su actividad enzimatica.

3.2. Analizar actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina
Este trabajo quiere demostrar que la actividad peroxidasa de la Prdx6, reflejada debido

al consumo de NADPH, es dependiente de la tiorredoxina ya que a dia de hoy esta en

entredicho el mecanismo catalitico de esta peroxirredoxina.

12



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos

Tris-HCI Buffer Sigma
NaCl (99%) Sigma
EDTA (Anhidro, 99%) Sigma
(NH4)2S04 (99%) Sigma
DTT Bio-Rad
PMSF (98%) Sigma
MES (99%) Sigma
PBS Tween 20 (10%) Bio-Rad
Persulfato amonico (98%) Bio-Rad
TEMED Bio-Rad

4.2. Homogeneizacion

Se peso6 una cantidad de tejido (2 g) y se tritur6 en mortero con nitrégeno liquido. A
esto se le afadié 20 mL de una disolucion tampdn que contenia TrisHCI 50 mM, pH
8,1 mM EDTA, 1 mM DTT y 1 mM PMSF. Después se homogeneiz6 con un disruptor
Polytron y posteriormente se completd la rotura mediante sonicacién a la maxima
potencia permisible (Sonicador BANDELIN SONOPULS). Tras este paso, se
centrifugd a una potencia de 15000xg durante 1 h y el extracto libre de células o
sobrenadante constituyé el material de partida u homogenado con el que

comenzamos la purificacion.

Fig.8. Homogeneizacion mediante sonicador

13



4.3. Cromatografias

Se realizaron las siguientes cromatografias:
— Cromatografia de exclusion molecular

Se lleva a cabo en un FPLC (Bio-Rad) con una columna SepfadexG75 (GE

Healthcare) equilibrada con tampoén que contiene TrisHCI 20 mM, pH 8, 0,1 M
NaCl a un flujo de 0,25 mL/min

Fig.9. Columna Sepfadex G-75 acoplada a FPLC

— Cromatografias de intercambio iénico:
DEAE-Sefarosa cargada positivamente (Pharmacia, 1 x 10 cm), la cual se
equilibré con un tampén TrisHCI 50 mM, pH 8, 1 mM EDTA. Posteriormente las
proteinas se eluyeron con un tampén con 100 mM NaCl y después con 500 mM
NaCl. El flujo empleado fue de 1 mL/min

CM-Sefarosa cargada negativamente (Pharmacia, 1 x 10 cm) que se equilibro
con tampén MES 10 mM, pH 6,2, 1 mM EDTA. Tras esto, la muestra se eluy6
primero con un tampoén con 100 mM NaCl y después con otro tampdén con 500
mM NaCl, como hicimos en la resina DEAE-Sefarosa. El flujo fue de 1 mL/min

14



— Cromatografia hidrofébica
Fenil-Sefarosa (Pharmacia, 1 x 5 cm) equilibrada con TrisHCI 20 mM, pH 8, 0,1
M NaCl y 1 M sulfato aménico, a un flujo de 1 mL/min. Después de realizar este

paso, se paso un tampodn sin sulfato amaénico.

4.4. Dialisis, desalaciony concentracion de muestras. Determinacion de

la concentracién de proteina

Se realizaron dialisis en membranas Spectrapor 1 (MWCO 8000 Da) frente a
tampdn TrisHCI 20 mM, pH 8, 0,1 M NaCl y
— frente a tampén MES 10 mM, pH 6,2, 1 mM EDTA. Tras ésta, aparecio cierta

turbidez en la muestra por lo que se decidio clarificarla mediante centrifugacion

Para eliminar la alta concentracion de sulfato amdnico que pudieran tener algunas
muestras, que interfiere con los analisis electroforéticos y de determinacion de la
concentracion de proteinas, se utilizaron dispositivos Desaling Protein Columns,
(Thermo Fisher) segun las instrucciones del fabricante.

Para reducir el volumen de una muestra, se utilizaron dispositivos concentradores
Spin-X UF (Corning) sometidos a centrifugacién de 2500xg.

La concentracidon de proteina de las muestras se realizé por el método de Bradford
utilizando el reactivo Protein Dye Reagen (BioRad) y utilizando BSA para establecer

los patrones de concentracion.

4.5. Electroforesis SDS-PAGE

Los geles de poliacrilamida han sido compuestos de la siguiente manera:
— Gel separador con 12% acrilamida, 0,37 M Tris-HCl y 0,1% SDS , pH 8,8.
— Gel concentrador con 5% acrilamida, 0,15 M Tris-HCl y 0,1% SDS , pH 6,8
Las proteinas de las muestras se sometieron a un proceso de desnaturalizacion,
anadiendo a las muestras 2% p/v de SDS y 100 mM DTT y calentando a 100° C.
La electroforesis se desarrollé un voltaje constante de 200 V.

15



4.6. Deteccion inmunolégica de Prdx6

Para detectar la proteina Prdx6 sobre las membranas de nitrocelulosa se utilizaron
dos métodos, dot-blot y wester-blot.

Dot-blot consiste en afadir unas gotas de 5 uL sobre una superficie de nitrocelulosa,
en la que una vez secada, se llevo a cabo la exposicion a los anticuerpos. Primero, se
sumerge la membrana durante 1 hora a una disolucién de bloqueo, en tampén PBST
(fosfato 10 mM, pH 7,2, 100 mM NaCl, 5 mM KCl y 0,1 % v/v Tween-20) con 5% p/v
leche en polvo, seguido de la exposicidn durante 1 h a disolucion de anticuerpo
IgPrx1p 1:5000 (inmunoglobulinas o anticuerpos anti Prx1p, purificada de sangre de
conejos inmunizado con la proteina Prx1p) [10], en PBST 1% leche. Posteriormente,
se realiza un lavado en PBST 1% leche (5 min x 3) y seguidamente se sumerge en
otra disolucion con anticuerpo secundario Ig-HRPX (BioRad) diluido 1:10000 en PBST
1% leche, 1h. Finalmente se realizan 3 lavados mas.

Después sumerge la membrana en el reactivo ECL prime WB detection reagen

Amersham (GE, Healthcare) y se realiza un revelado fotografico.

ELC F4 F11 F12

F13 F14 F15 F16

Fig.10. Ejemplo de dot-blot con gotas de 5 uL; ELC (Extracto libre de células);
F4 (Fraccion 4); F11 (Fraccion 11); F12 (Fracciéon 12); F13 (Fraccién 13); F14
(Fraccion 14); F15 (Fraccién 15); F16 (Fraccién 16)

Para realizar los western blot, previamente se realizé una electroforesis en SDS-PAGE
seguido de una trasnferencia de las proteinas del gel a membranas de nitrocelulosa
(GE Healthcare) mediante un sistema Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)
a un amperaje constante de 60 mA. Seguidamente se tifieron las membranas con una

disolucién de colorante rojo Ponceau, para detectar las bandas de proteina,

16



comprobar la eficacia de la transferencia y marcar la posicidon de las proteinas

marcadoras de peso molecular.

La deteccion mediante western-blot se hizo mediante el sistema Snap id. (Millipore)

Fig.11. Sistema Snap id. (Millipore)

que emplea una bomba se hace vacio para hacer pasar las disoluciones a través de
la membrana. Es un sistema rapido para hacer los western-blot oportunos. Este
proceso consta de un bloqueo (10 mL de PBST con 0,5% p/v de leche), luego se hace
pasar 5 L de una disolucion con el anticuerpo primario IgPrx1P 1:1000, en PBST,
seguidamente se realizan 3 lavados de 10 mL cada uno en PBST, después se pasan
5 mL de una disolucion con un anticuerpo secundario Ig-HRPX 1:5000 en PBST y por
ultimo se realizan 3 lavados en PBST de 10 mL cada uno. Finalmente se realiza un
revelado fotografico previa exposicion de la membrana al reactivo ECL prime WB
detection reagen Amersham (GE, Healthcare)

4.7. Actividad peroxidasa dependiente de tiorredoxina

La actividad peroxidasa de la peroxirredoxina dependiente de tiorredoxina se
determind con un espectrofotdmetro Ultrospec 4000 (Pharmacia) analizando el
consumo de NADPH a 340 nm de un medio de reacciéon que contiene: 250 uM
NADPH, 0,5 mM GSH, 0,5 uM Trx3p, 0,227 mg/mL proteina purificada (muestra fenil),
100 uM t-BuOOH, en TrisHCI 20 mM, pH 8, 0,1 M NaCl.

17



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Purificacion de Prdx6

Primero comprobamos si podiamos detectar la Prdx6 en tejido de raton debido a que
esta enzima no tiene una actividad especifica y exclusiva que la permita detectar. Esta
en tela de discusion que la Prdx6 tenga la actividad peroxidasa con la tiorredoxina.
Por lo tanto la manera de detectarla o perseguirla a través de la purificacion es
mediante la deteccion inmunoldgica. Primero valoramos si el anticuerpo IgPrx1p, que
reconoce a la peroxirredoxina Prx1p de levadura, es también capaz de unirse a la

proteina Prdx6 de mamiferos, ya que ambas son muy homologas

| N21Prx1p N39Prx1p
C6 Cc38
ScPrxip MI"SR]@SI\OLKR’I‘AW’I‘LPK HLOSQTIKTFATAPI QFKQSDQP~RL
HSPRDX6 o e e e e e e e e e ————— MPGGL
ca1
ScPrx1p RINQDAPNI DADTTVGKINFYDYLGDSWGVLFSHPADFT G EVSAFA
..... UL ebbd e Lete T T T 10LL
HsPRDX6é LLGDVAPNFEANTTVGRIRFHDFLGDSWGILFSHPRDFTPVCTTELGRAA
ScPrxip }l(IlJ}\Ii’El,EI DTTT\{TIIJTGLSVI DVESHEKWIQDIKEI-—-AKVKNVGI' PTTG[ID
ilssdedIlovwe susbeds I
HsPRDX6 KLAPEFAKRNVKL II‘\LSIDSVEDHLAWSKDI! u‘; NCEEPTEKLPFPIIDD

ScPrx1p TFRNVAFLY DMVDAEGFKN I NDCI;SLKT VT S\IIEI‘\lll DTKTTIRTIFTYPSW

HsPRDX6 RHRI I I\I L I ( HLDI’/ -~EKDEKGMPVTARVVFVFGPDKKLKLSILYPATT

ScPrx1p GRNTSEVLRVIDALQLTDKEGVVTPINWQPADDVI IPPSVSNDEAKAKF-

Jhileelplllbe sl Li]- 08 Lo L L02] 2 0ol e bts o] 202 L] 1

HsPRDX6 RNI‘DI IL RVVI QI OLTAY‘KRVA T PVDVVD(JD VHVLPTIPLFE/‘-KKLFP
ScPrxtp =GQFNEIKP---~YLRFTKSK

HsPRDX6 KGVFTKELPSGKKYLRYTPQP

Fig.12. Comparacién de la secuencia de levadura (Prdx1p) y Prdx6 en humanos

[10]

En la figura 12, ambas secuencias son muy parecidas, por lo que por eso se uso el
anticuerpo de Prdx1p para intentar detectar la Prdx6 en extractos libre de células de
ratén. La utilizacion del anticuerpo usado en el western-blot revel6 la presencia de una
sola banda correspondiente a una proteina de peso molecular correspondiente a
Prdx6 (Figura 13).
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Fig.13. A) SDS-PAGE y tincion con azul Coomassie de ELC de pulmdn de raton,
junto a proteinas marcadoras de peso molecular (Amersham Low Molecular
Calibration Kit for SDS-PAGE, GE Healthcare). B) Western-blot de la muestra
ELC con IgPrx1p

Basandonos en estos resultados, abordamos un procedimiento de purificacion,
utilizando el método dot-blot para realizar la deteccién de Prdx6, que es en teoria un
procedimiento mas rapido, ya que el western-blot implica realizar una electroforesis,

una transferencia, etc.

En primer lugar, se realizé un homogenado de pulmén de raton como se describe en
Materiales y Métodos. El extracto libre de células se sometio a cromatografia
hidrofébica en fenil-sefarosa y se recolectaron fracciones a las que se determin¢ el
contenido en proteina segun su absorbancia a 280nm. El cromatograma se muestra

en la figura 14.
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Fig.14. Cromatograma de la columna de fenil-sefarosa. Con asterisco estan las
fracciones (5 mL) seleccionadas para la detectar la Prdx6 por dot blot.

Seguidamente, se seleccionaron varias fracciones para detectar a Prdx6 por dot-blot.

Fig.15. Revelado fotografico del dot-blot sobre las muestras seleccionadas de
la cromatografia hidrofébica.

Debido a que daba resultado, seguimos con nuestra purificacion, dializando las
muestras representativas que son las fracciones 12,13 y 14 (muestra Fenil, 15 mL) y

volviendo a hacer una cromatografia pero esta vez en columna de Carboximetil-
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sefarosa con un gradiente de concentracién después de que pasara la muestra, el

cual se termino regenerando con un tampén 1 M de NaCl.

* 1M Nacl

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Fraccién

Fig.16. Cromatograma de la columna de Carboximetil-sefarosa. En asterisco las
fracciones mas llamativas y fue realizada con un gradiente de concentracion
NaCl (10-200 mM) con una regeneracion con tampoén 1 M NaCl.

Sobre estas fracciones marcadas se volvié a hacer un dot-blot con su correspondiente

revelado fotografico para ver si realmente nos daban senal estas fracciones.

Fig.17. Revelado fotografico del respectivo dot-blot de las fracciones de la
columna de la figura 16

Hay 5 muestras que son las mas llamativas (F16-F20) que ocupan un total de 25 mL
de muestra (Muestra CM, 25 mL), por lo tanto se traté de concentrar la muestra a 0,5
mL por centrifugacion en dispositivos Spin-X UF concentrator (Corning) y se pasa la
muestra a través del FPLC para realizar una cromatografia de exclusion molecular

que es mas precisa que las anteriores. Se concentrd para poder adaptar la muestra a
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una cromatrografia de exclusién molecular, que tiene como requisito una cantidad de

volumen limitada.

e 1 2 3 4 5 6 T 8 9 0 M 12 13 1% 15 % W 1B 19 N AN
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Fig.18. Cromatograma de la muestra concentrada en columna Sepfadex G-75
acoplada a FPLC

En el area de nuestro pico, se empieza a dar sefial entre las fracciones 10-12 y termina
en torno a las fracciones 17-18, por lo tanto cogemos fracciones proximas tanto al

inicio como al final del area y realizamos otro dot-blot

12 13 14 15
16 17 18 19

Fig.19. Dot-blot con sus respectivas fracciones de la muestra pasada por el
FPLC

Se recolectan las fracciones 13,14 y 15 que son las mas sefialadas y forman nuestra
muestra Superdex (2 mL). Por lo tanto, con todas estas muestras que hemos obtenido
en la purificacién, mediante Bradford se determind la concentracién de proteina la cual

fue:
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ELC: 5,68 mg/mL (56,8 mg total) 100% de proteina

Fenil: 1,69 mg/mL (25,35 mg total) 45% de proteina

CM: 0,4 mg/mL (10 mg total) 18% de proteina

Superdex: 1,85 mg/mL (3,7 mg total) 6% de proteina con respecto al contenido inicial.

Con todo esto se realiz6 una electroforesis cargando 10 ug de proteina por calle y nos

dio este resultado.
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Fig.20. Resultado electroforesis; 1.Amersham Low Molecular Weigh Calibration
Kit for SDS-PAGE (GE Healthcare); 2. ELC; 3. Fenil; 4. CM; 5. Superdex

En la figura 20, en la calle 1 tenemos nuestro marcador de peso molecular para la
determinacidn de nuestra proteina y poder ver si se muestra o no. A 30 kDa se deberia
de dar nuestra proteina y como indica la flecha, se ve ligeramente una especie de

sefal por lo tanto vamos a realizar un western-blot para asegurarnos de que esto es
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correcto. A 14 kDa en la calle 5, se puede ver una gran banda la cual corresponderia
a una hemoproteina (hemoglobina).

Se realizd mediante el sistema SNAP id. (Millipore) para su exposicion a los
anticuerpos. Todo esto con las mismas muestras con las que habiamos hecho la
electroforesis. Y tras esto hacemos el correspondiente revelado fotografico con este

resultado.
1 2 3 4 5
45 kDa .
30kDa .

Fig.21. Revelado fotografico del respectivo western-blot; 1. Marcador de peso
molecular; 2. ELC; 3. Muestra Fenil; 4. Muestra CM; 5. Muestra Superdex

En el ELC y en la muestra Fenil se detecta la proteina Prdx6, pero sin embargo en las
muestras posteriores no. Por ello vamos a tratar de realizar de nuevo el ensayo pero
sin realizar el dot-blot ya que parece que nos da falsos positivos, porque como bien
hemos visto en las imagenes anteriores daba sefal, una vez que se ha hecho el
western-blot nos demuestra que esto no es asi, debido a que posiblemente los
anticuerpos empleados reconocieron otras proteinas inespecificas. La causa puede
deberse a que, a diferencia de la técnica western-blot, en el dot-blot se analizaron
proteinas no desnaturalizadas, por lo que la respuesta de los anticuerpos puede ser
diferente a la que presentan con las proteinas desnaturalizadas.

Replanteamos nuestra estrategia haciendo las purificaciones y tomando las fracciones
significativas y con ellas hacer el western-blot. Este proceso consiste como bien
hemos dicho antes en hacer la electroforesis y la transferencia a membrana de
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nitrocelulosa, pero como es un proceso lento que puede llevarnos horas, para agilizar
este proceso lo hacemos mediante el método SNAP id. (Millipore)

Se somete al ELC (18 mL) a una cromatografia DEAE-Sefarosa en la cual recogemos
fracciones de 5 mL y se mide su absorbancia a 280 nm.

45
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Fraccion N2
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Fig.22. Cromatograma de la muestra ELC en columna DEAE-Sefarosa. Elucion a
100 mM NaCl y a 500 mM NaCl. Con asterisco las fracciones mas representativas

Cogemos alicuotas de las muestras marcadas con asterisco y hacemos una

electroforesis y se tifio la membrana con rojo Ponceau siendo este su resultado
1. 2.3. 4.

Fig.23. Membrana tenida; 1. ELC; 2. Flow through; 3. Elucion 100 mM NacCl; 4.
Elucion 500 mM NaCl

Para intentar detectar la Prdx6 en las muestras se ejecutd un western-blot por el
método que he explicado con anterioridad y se realiza su correspondiente revelado
fotografico con ECL prime WB detection reagen Amersham (GE, Healthcare)
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Fig.24. Revelado fotografico del western-blot; 1. ELC; 2. Flow through; 3. Elucion
100 mM NacCl; 4. Elucion 500 mM NacCl

La proteina no se retiene en la columna y se eluye en el flow through. Debido a esto,
se recogen las fracciones correspondientes al flow through (3-11), (Fig. 22). Estas

fracciones constituyeron la muestra DEAE-FT
Una vez dializada la muestra se obtuvo una cantidad de 33 mL, y se somete a una

nueva cromatografia esta vez por CM-sefarosa (Carboximetil-sefarosa). Esta columna

después de la muestra, se eluye con 100 mM NaCl y después con 500 mM NaCl.

26
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A280
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Fig.25. Cromatograma columna CM-sefarosa. Con asterisco las fracciones mas
representativas, esta vez las fracciones son de 10 mL.

Con estas fracciones, tomamos unas alicuotas y realizamos de nuevo una SDS-PAGE
12% y se vuelve a tefir la membrana con rojo Ponceau
1. 2. 3. 4

T T

Fig.26. Membrana tenida; 1. DEAE-FT; 2. Fraccion 4; 3. Fraccion 10; 4. Fraccion
12

Se realizé un western-blot para detectar la Prdx6 en las muestras con este resultado
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Fig.27. Revelado fotografico del western-blot; 1. DEAE-FT; 2. Fraccion 4; 3.
Fraccion 10; 4. Fraccion 12

Se observd que la muestra eluye mayormente en el flow through (Figura 27,
numeracion 2). Se recogen las fracciones correspondientes al flow through de la
columna CM-sefarosa que son las fracciones 2-5 y constituyen la muestra CM-FT
(volumen de 33 mL).

A esta muestra se le afiade sulfato aménico de concentracion 1 M y se somete a una
nueva cromatografia, en este caso en columna de fenil-sefarosa. La cual se le vuelve
a pasar un tampon sin sulfato aménico, el cual se realiza después de la flecha que

hay en la figura 28.
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Fig.28. Cromatograma de la columna fenil-sefarosa. Con asterisco las
fracciones mas llamativas, fracciones de 5 mL; Flecha, elucion sin sulfato
amonico.

Las alicuotas seleccionadas se trataron con dispositivos especificos (Desalting

Protein Columns, Thermo Fisher) para eliminar el sulfato amonico que contienen, y se
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realizd una electroforesis, su correspondiente transferencia a membrana de
nitrocelulosa y su western-blot para detectar la Prdx6 con su correspondiente revelado
fotografico.

Fig.29. Revelado fotografico del proceso western-blot; 1. CM-FT; 2. Fraccioén 9;
3. Fraccion 15

Se vio que la Prdx6 solo ha sido detectada en la muestra preliminar a la cromatografia.
Se realizé una SDS-PAGE de las muestras implicadas en la purificacion y se tifi6 la
membrana con Coomassie

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.8 9. 10.

o = e R

-

Fig.30. Electroforesis de las muestras implicadas en la purificacion, 1.
Marcadores de peso molecular; 2. ELC (20 ug proteina); 3. DEAE-FT (5 ug
proteina); 4. CM-FT (2 ug proteina); 5. Fenil-Fraccion 9; 6. Fenil-Fraccion 14; 7.
Fenil-Fraccion 15; 8. Fenil-Fraccion 16; 9. Fenil-Fraccion 17; 10. Fenil-Fraccion
18.

- PR PN —)

Se observé que las fracciones 16,17 y 18 contenian unas bandas que podrian
corresponder con la Prdx6, por lo que se volvio a realizar un western-blot con esas

fracciones y con las condiciones del western-blot anterior.
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Fig.31. Revelado fotografico de western-blot; 1. CM-FT; 2. Fracciéon 16; 3.
Fraccion 17; 4. Fraccion 18; 5. Fraccion 19.

La Prdx6 es fuertemente retenida en la cromatografia de fenil sefarosa, ya que eluye
en las ultimas fracciones del lavado sin sulfato amoénico. Se reunieron las fracciones

17 y 18 que constituyeron la muestra Fenil (7 mL)

Mediante Bradford se determind la concentracion de proteinas de las muestras

implicadas en la purificacion.

ELC: 5,33 mg/mL x 18 mL = 96 mg total (100 %)

DEAE: 1,50 mg/mL x 33 mL= 49,5 mg total (51 %)

CM: 0,12 mg/mL x 33 mL = 4 mg total (4 %)

Fenil: 0,04 mg/mL x 7 mL = 0,28 mg total (0.3 % de proteina con respecto a la cantidad

inicial)

La muestra Fenil se concentré en dispositivos Spin-X UF (Corning) hasta una
concentracion 0,3 mg/mL. De esta manera se realizé una SDS-PAGE, cargando
aproximadamente 4,5 ug de proteina por calle. Se tifidé con Coomassie y luego se

realizé un western-blot con su revelado.

30



Fig.32. SDS-PAGE. Fig.33. Revelado fotografico western-blot

La muestra fenil se marca con intensidad por lo tanto quiere decir que ahi tenemos la
Prdx6. No es una purificacion total de la proteina porque para ello habria que hacerse

una cromatografia de exclusién molecular y otros pasos de purificacion.
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5.2. Actividad tiorredoxina peroxidasa

1 2 3 4

Fig.33. Actividad Tiorredoxina peroxidasa de la muestra purificada; 1. Ensayo
completo; 2. Ensayo sin Trx3p; 3. Ensayo sin GSH; 4. Ensayo sin proteina
purificada

Consumo NADPH (uM
minl)
o = N w EY (9] (o))

Con este ensayo realizado, del cual ya he hablado de sus caracteristicas en materiales
y métodos, se demuestra este modelo, ya que si no es con tiorredoxina, el consumo
de NADPH debido a la actividad peroxidasa no se refleja. La proteina de forma natural,
como contiene glutation, sigue este mecanismo. Sin embargo, in vitro, si no se pone
glutation en el sistema la proteina da una cierta actividad también con la tiorredoxina,
porque en vez de formar un disulfuro mixto con el glutation, se forman disulfuros entre

las peroxirredoxinas, que en definitiva también lo reduce el sistema tiorredoxina.

En otros trabajos se llevo a cabo la purificacion a partir de pulmon de vaca, donde se
realizaron cromatografias de exclusion molecular, una deteccion inmunolégica como
también hemos hecho nosotros y obtuvieron una proteina semipura que dio sefial con
una electroforesis. Después de esto se confirmo la presencia de nGST con un
western-blot y finalmente con una columna GST obtuvieron una proteina homogénea
[6], como bien podria ser nuestro caso si se sigue purificando como bien he dicho en
el final del apartado 5.1.
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6. CONCLUSIONES

Debido a la gran similitud que tenian las secuencias de la Prdx1 de levadura y la Prdx6
en humanos, se ha podido realizar este trabajo ya que, como se descubrié en otros
estudios [8], la Prdx1 de levadura tiene actividad peroxidasa, y esto ha sido vital para
poder llevar a cabo la purificacién de nuestra proteina. Al afadir glutatiéon y haber
consumo de NADPH, esta actuando el sistema tiorredoxina y por lo tanto se esta
completando el ciclo que se propone en la figura 6.

Conclusiones:

1. En primer lugar hemos sacado en claro con este trabajo experimental que el
sistema dot-blot para la purificacidon de proteinas no es fiable ya que en algunos
casos puede dar resultados falsos y que el usuario crea que va por buen
camino cuando luego puede ser que no.

2. En segundo lugar, hemos comprobado que el sistema western-blot por SNAP
id. (Millipore) nos sirve de la misma manera que nos puede servir hacer el
experimento por el western-blot tradicional pero este ultimo nos llevaria mucho
mas tiempo por lo que el sistema empleado en este trabajo es fiable y rapido.

3. Sesaca en claro que la Prdx6 de pulmdn de raton muestra actividad peroxidasa
dependiente de tiorredoxina mediada con glutation, ajustandose al modelo de

actividad de la peroxirredoxina 1-Cys de la levadura (Prx1p).
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