PURIFICACION Y CARACTERIZACION
DE LAS GLUTATION TRANSFERASAS

Introduccidn: glutation transferasas

Es un conjunto de enzimas que participan en los mecanismos de defensa frente a agentes nocivos como st
los xenobidticos (destoxificacion).

En general se puede afirmar que los xenobiéticos hidrofébicos son los mas peligrosos ya que son mas dific
de eliminar por quedar pegados a las membranas. Otros xenobidticos pueden ser drogas, herbicidas,
pesticidas, compuestos carcinogénicos y compuestos enddgenos.

Lipohidroperéxidos

Compuestos endo6genos

Eicosanoides (sintesis)

Los eicosanoides son compuestos con 20 atm. de carbono derivados del acido araquidénico (tromboxanos,
leucotrienos, prostaglandinas). Las GT participan en su biosintesis.

Caracteristicas cinéticas:

Las glutation transferasas (GT) poseen un sitio especifico para el glutation (GSH) y catalizan todo tipo de
reacciones en las que el glutation actiie como nucledfilo (GS-).
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Evidentemente la especie X sera electrofila.

Existen cientos de compuestos que portan carbonos lo suficientemente electrofilicos para que puedan ser
atacados por el glutatién, formandose el correspondiente tioéter.
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El gas que se desprende es Hcl aunque también puede ser nitrito y otros compuestos.

Al igual que ésta, hay otras moléculas que pueden ser atacadas, como por ejemplo los atomos alfa — beta
insaturados.

Esto conforma el primer escalén en la formacion de un compuesto genérico de excrecion perteneciente al
grupo de los acidos mercapturicos.

Posteriormente puede sufrir una transpeptidacion, hidrélisis y resultar un compuesto N—acetilado.

De forma genérica la glutatién transferasa, en su afan de eliminar sustancias hidrofébicas, actia en dos ete
— En una primera etapa va a transformar a X en un metabolito primario mas facil de excretar porque le suel
transferir grupos polares para ello. En la mayoria de los casos la cosa no queda aqui, sino que se procesa

mas. Es mas, a veces este metabolito primario es mas téxico que X.

- En la segunda fase ese metabolito primario se une a otras sustancias presentes en la célula, entre ellas €
glutation (GSH).

El producto de esta segunda fase es un compuesto mas hidrofilico y mas facil de excretar, teniendo tambié
una vida media inferior.

Las glutation transferasas son un grupo multigénico y multifuncional.
El glutation es un tripéptido formado por glutamato, cisteina y glicina
El glutamato contiene el grupo amino.

El grupo SH de la cisteina es el centro activo del glutation.

Las glutation transferasas son diméricas, con un peso molecular de 50.000 aproximadamente. Las subunid
suelen ser iguales, aunque también pueden ser distintas.

En ratas se han aislado 14, y en humanos 8.

En general se agrupan en 5 clases:

., ,» , , microsomal (asociada a membranas) (cajon de sastre).

Purificacién de proteinas

El proceso de purificacion de proteinas abarca muchos puntos. Por lo tanto, aqui trataremos las principales
Seleccion de una fuente adecuada

Las proteinas constituyen una funcién muy importante de la masa de todos los organismos.

Existen proteinas que desempefian funciones idénticas en un gran nimero de organismos diferentes. Por
supuesto existe habitualmente una variacion considerable de las propiedades de una proteina concreta
procedente de diversas fuentes. De hecho, variantes diferentes de una proteina determinada pueden apare

en tejidos diferentes del mismo organismo o alin en compartimentos diferentes de la misma célula. Por estz
razon, el aislamiento de una proteina puede simplificarse mucho por una eleccion juiciosa de su procedenc



La eleccidn debe basarse en criterios tales como la facilidad de obtener cantidades suficientes del tejido de
gue se aisla la proteina.

Rotura y solubilizacién

La primera etapa en el aislamiento de una proteina es la de conseguir su disolucién. En algunos casos, cor
ocurre en el caso del suero sanguineo, la naturaleza ya lo ha hecho. Sin embargo, la proteina debe ser libe
habitualmente, de las células que la contienen. El método de eleccién para este procedimiento depende de
caracteristicas mecanicas del tejido de procedencia, asi como la localizacion de la proteina requerida en la
célula.

Si la proteina que interesa se encuentra en el citosol su liberacion sélo requiere la apertura de la célula por
ruptura (lisis). Es el método mas sencillo y suave de efectuarla, conocido como lisis osmotica, las células se
suspenden en una disolucion hipoténica. Es decir, las células se hallan inmersas en una disolucién en la qu
concentracion molar de los solutos es menor que la de la célula en su estado fisiolégico normal. Bajo la
influencia de las fuerzas asmoticas el agua difunde en la disolucién intracelular mas concentrada con lo que
provoca el hinchamiento de las células y su explosién. Este método no es adecuado para las células
bacterianas y células vegetales. El empleo de una enzima tal como la lisozima, que degrada quimicamente
paredes celulares bacterianas suele resultar eficaz. Los detergentes o los disolventes organicos resultan Gt
en el lisado de células pero deben adoptarse precauciones al emplearlas porque pueden originar la
desnaturalizacion de la proteina que me interesa.

Muchas células necesitan de alguna especie de ruptura mecanica para su apertura.
Existen varios tipos de ruptura mecanica:

a) Teorias de corte sélidas: las modernas técnicas de corte sélidas son adaptaciones de la trituracion con a
0 un abrasivo efectuado a mano en un mortero. Actualmente, estos métodos se usan para el trabajo con cé
vegetales y bacterianas. Generalmente, las particulas abrasivas deben ser del mismo tamafio que las célul
deben permanecer afiladas durante su trituracion.

* Teorias de corte liquidas: los cortes pueden producirse mediante cuchillos, o en bolas, mezcladores, o
mediante movimientos hacia arriba y hacia abajo de un émbolo o una bola en el seno de una suspensién
celular.

Los mezcladores consisten esencialmente en hojas afiladas propulsadas a grandes velocidades. Esas hoja
cortantes trabajaran en asociacion con una cubeta de mezclado especial que contiene la suspension y cuy:s
paredes estan orientadas de arriba a abajo.

c) Desintegracion por extraccion a alta presion.

El aparato mas frecuentemente usado es la celda francesa en la cual se abren las células por fuerza de ciz
al fluir una corriente pequefa a través de un pequefio orificio. Este método es especialmente Util para
desintegrar células microbianas.

d) Desintegracion mediante desintegracion ultrasénica.

Se ha encontrado que las oscilaciones ultrasénicas de alta frecuencia son Utiles para la desintegracion celu
El principio por el que las ondas ultrasénicas rompen las células no se comprende por completo, pero se se
gue se producen altas presiones transitorias cuando las suspensiones se someten a la vibracién ultrasénic:
principal desventaja de esta técnica es la de que se producen considerables cantidades de calor.



Estabilizacion

Una vez que se ha separado una proteina de su entorno natural, se halla expuesta a muchos agentes que
pueden dafiarla irreversiblemente. Estas influencias deben controlarse cuidadosamente en todas las fases
proceso de purificacion, si no el rendimiento en la proteina deseada puede reducirse mucho o aln desapar:

La integridad estructural de muchas proteinas es una funcioén sensible al pH como consecuencia de sus
numerosos grupos acido — base. Para impedir las alteraciones de los materiales biol6gicos debidas a las
variaciones en el pH, se disuelven rutinariamente en disoluciones también eficaces en el intervalo de pH er
que el material es estable.

Las proteinas se destruyen con facilidad por las temperaturas elevadas. Aunque las estabilidades térmicas
las proteinas varian ampliamente, muchas de ellas se desnaturalizan lentamente por encima de 25° C. Por
razon, la purificacion de las proteinas se realiza a temperaturas cercanas a 0°. Sin embargo, existen numer
proteinas que precisan de temperaturas inferiores para su estabilidad. Reciprocamente, algunas proteinas
habiles con el frio y se inestabilizan por debajo de temperaturas caracteristicas. La estabilidad térmica

caracteristica de una proteina puede emplearse en ocasiones ventajosamente en su purificacion. Una prote
termoestable que se halle en una mezcla cruda puede purificarse en gran medida mediante una calefaccior
breve de la mezcla, de modo que se desnaturalicen y precipiten la mayor parte de las proteinas contaminar

Las células contienen proteasas y otras enzimas degradativas. Las enzimas degradativas pueden inactivar:
valores de pH y de temperatura que no lesionen a la proteina que interesa. Otra posibilidad es que estas
enzimas puedan inactivarse especificamente por agentes quimicos sin que afecten a la proteina deseada.
Algunas proteinas son mas resistentes a la degradacion proteolitica. Esto puede ser utilizado en su purifica
manteniendo activas a las proteasas presentes. Esta técnica, llamada de autolisis simplifica la purificacion
debido a que en general resulta mas facil eliminar selectivamente los productos de degradacién de las
proteinas contaminantes que las especies inalteradas.

En general, las proteinas se desnaturalizan cuando sus concentraciones son pequefias y también por contc
con superficies de modo que una disolucion de proteinas debe conservarse relativamente concentrada y
manipularla de modo que la formacién de espuma sea minima.

Otro factor a considerar en la estabilidad de las proteinas es la presencia de iones metdlicos. Todos los teji
suelen tener cationes divalentes que pueden alterar nuestra enzima, con lo cual se le suelen afiadir agente
quelantes como el EDTA.

Por ultimo comentar que también se suelen poner agentes reductores porgue al lisar la célula se genera un
medio muy oxidante.

Ensayo :

En la purificacion de cualquier sustancia debe encontrarse algiin medio para la determinacién cuantitativa c
Su presencia.

Gran parte del material del cual esta siendo extraida se parece mucho a la proteina que interesa.
El método de identificacién de una proteina debe ser:
- simple y rapido

— especifico



— cuantitativo.

Entre los métodos de determinacién de proteina mas directos se encuentran los aplicables a las enzimas q
catalizan reacciones que rinden productos que se identifican con facilidad. Puede ser que un producto exhil
una absorcién espectroscopica caracteristica o fluorescencia que pueda ser determinada. (Es de la que
nosotros hemos usado en la primera etapa).

Otra posibilidad es que la reaccién enzimatica pueda producir o consumir acido de modo que el enzima pue
determinarse con valoraciones acido - base.

Las proteinas que no son enzimas fueron en principio mas problematicas puesto que su determinacion
cuantitativa se realizaba por observaciéon de sus efectos hioldgicos. Por ejemplo la presencia de una hormo
puede revelarse por el efecto que produce sobre un tejido u organismo completo. Evidentemente estos
métodos no eran nada precisos ni reproducibles.

Las técnicas inmunogquimicas permiten identificar con facilidad cantidades pequefias de proteinas especific
Estos métodos aportan técnicas de determinacion de proteinas cuya sensibilidad y discriminaciéon es eleva
Emplean anticuerpos que son proteinas producidas por el sistema inmune del animal en respuesta a la
introduccion de una proteina extrafia. Este anticuerpo se une especificamente a la proteina extrafia.

Los anticuerpos obtenidos del suero sanguineo de un animal que ha sido inmunizado frente a una proteina
concreta son los productos de muchas células productoras de anticuerpos diferentes. Son los denominados
anticuerpos policlonales. Todo anticuerpo reconocera un punto muy concreto de la proteina extrafia. A cad:
uno de esos puntos se les denomina con el nombre de epitopos.

Actualmente se ha desarrollado mucho la producciéon de anticuerpos monoclonales, anticuerpos que solo
reconocen un epitopo concreto de una proteina. Estos anticuerpos se producen a partir de unas células
inmortales denominadas hibridomas. Son el resultado de una hibridacién de una célula productora de un tig
de anticuerpo determinado con una célula tumoral. Esto se hace porque las células productoras normales
mueren muy rapido entre otras cosas.

Aqui detallaré dos técnicas inmunoquimicas:

- Radioinmunoensayo (RIA)

- Elisa

Radiocinmunoensayq (RIA)

Es un método que nos permite una determinacién cuantitativa de mi proteina utilizando la radiactividad.

El método esta basado en la determinacion del grado de competencia entre un estandar marcado
radiactivamente y mi muestra con un anticuerpo.

Basicamente consiste en lo siguiente:
Supongamos una proteina X * marcada radiactivamente.
Si yo pongo en disolucion a esta proteina X*, centrifugo y quito al sobrenadante la cantidad de radioactividz

que me queda es 0 porque no ha precipitado nada (no queda exactamente 0 porque siempre queda algo pe
en las paredes y esto ha de tenerse en cuenta).



Si en una misma disolucién pongo una cantidad Y de anticuerpo, al centrifugar, en el tubo me va a quedar
cantidad de radiactividad que es proporcional a la cantidad de proteina marcada X*, que al unirse con el
anticuerpo me ha precipitado.

Si en esas mismas condiciones pongo proteina sin marcar, la cantidad de radiactividad recogida en el tubo
menor, ya que para la misma cantidad de anticuerpo Y habra una competencia entre proteina X sin marcar
X*,

Entonces sobre la base de este razonamiento se puede obtener una curva patron u por medidas de
radioactividad se puede obtener la cantidad de proteinas presentes en una muestra.

Este método tiene el inconveniente de que estamos trabajando con radiactividad.
Elisa

Es un método parecido al anterior, pero en este caso en lugar de utilizar radiactividad se utiliza una activide
enzimatica.

Los pasos a seguir en el método de Elisa son los siguientes:
1- El anticuerpo frente a la proteina de interés se inmoviliza sobre un sélido inerte tal como poliestireno.

2- La disolucién que va a ser investigada para la determinacion de proteina se aplica a la superficie recubie
de anticuerpo en las condiciones que el anticuerpo se une a la proteina.

3- El complejo anticuerpo — proteina que resulta se hace reaccionar ulteriormente con un segundo anticuer
especifico para la proteina, al que se ha unido por covalencia un enzima que pueda determinarse con facili

4- Después de eliminar por lavado el exceso de anticuerpo con enzima unido, se efectla la valoracion del
complejo anticuerpo — proteina — anticuerpo — enzima, con lo que se conoce la cantidad de proteina preser
Esa valoracién puede hacerse por medidas fotométricas.

Ambos métodos son empleados con profusién para detectar cantidades pequefias de proteinas especificas
otras sustancias bioldgicas.

Estrategias generales para la purificacién

Hemos de tener en cuenta que cualquier muestra biolégica es una mezcla de un gran conjunto de
macromoléculas. En principio, el aislamiento de una proteina, y en general de una macromolécula es una tz
complicada. Existen distintos puntos caracteristicos que pueden diferenciar unas macromoléculas de otras.
Esos puntos son:

— Salubilidad

— Carga neta y distribucion superficial de la carga

— Tamafio

- Polaridad (Hace referencia a los grupos hidrofébicos de la superficie)

— Propiedades de absorcion



- Especificidad de iman

Solubilidad ! Técnicas de precipitacion

Resto ! Técnicas cromatograficas

Las interacciones que se van a considerar son tres:

- Enlaces de hidrégeno: importantes a bajas temperaturas

- Interacciones hidrofébicas: se hacen importantes a altas temperaturas y elevadas concentraciones salina
- Interacciones idnicas: poco importantes a altas concentraciones salinas.

Salubilidad

Los multiples grupos acido—base de una proteina determinan que sus propiedades de salubilidad dependat
la concentracién de sales disueltas, de la polaridad del disolvente, del pH y de la temperatura. Las diferente
proteinas varian mucho en sus salubilidades bajo un conjunto dado de condiciones. Ciertas proteinas
precipitan de su disolucion en condiciones en las que otras permanecen completamente solubles. Este efec
se emplea rutinariamente como base de la purificacion de una proteina.

Efecto de la concentracién salina

La salubilidad de una proteina en disolucién acuosa es una funcion sensible a las concentraciones de las s
disueltas. La concentracion de sal se expresa como fuerza ionica.

Y =1 "ci zi2 ci = concentracién molar

Zi = carga

La salubilidad de una proteina a una fuerza iénica determinada varia con el tipo de iones que se hallan en
disolucion. El orden de eficacia de estos diversos iones para influir sobre la salubilidad de la proteina es mt

semejante para las diferentes proteinas y se debe principalmente al tamafio de los iones y de la hidratacion

La solubilidad de una proteina cuando la fuerza iénica es pequefia aumenta, en general, con la concentraci
de la sal.



