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1.2. Metal lotioneines
1.2.1. Definicio

Els estudis sobre les metal lotioneines comencen després del
descobrimenti caracteritzacid, per Margoshesi Vallee I'any 1957, d’'una
proteina associada a Zn i Cd, aillada a partir de cortex de ronyo de cavall.
Aquesta proteina va ser anomenada “metal lotioneina” (MT) per Kagi i
Vallee, I'any 1960, a causa del seu contingut metal lic i de sofre.”™"
Posteriorment, s'han aillat MT de la majoria de teixits de vertebrats,
invertebrats, plantes, microorganismes eucariotes i alguns procariotes.
Totes elles es caracteritzen per tenir:

Pes molecular baix (3-10 KDa).

Contingut cisteinic elevat (30%), el qual explica la gran reactivitat de les
MT enfront d'agents electrofilics i en processos d'intercanvi de metalls.”

Escassetat de residus hidrofobics, histidina i arginina.”

Abséncia d’aminoacids aromatics (propietat que té repercussions molt
importants quant a les seves empremtes espectroscopiques).”

Presencia d'unitats Cys-X-Cys i Cys-X-Y-Cys en la seva seqiencia
aminoacidica, on X i Y son residus diferents de Cys.”>"®"

Habilitat per a enllacar metalls formant agregats metall-tiolat. En forma

nativa, in vivo, les MT son aillades contenint metalls essencials, com Zn

71. J.H.R. K&gi, B.L. Vallee, J. Biol. Chem., (1960) 235, 3460.

72. J.H.R. Kéagi, B.L. Vallee, J. Biol. Chem., (1961) 236, 2435.

73. J.D. Otvos, D.H. Petering, C.F. Shaw Ill, Comments Inorg. Chem., (1989) 9, 1.
74. D.R. Winge, C.T. Dameron, G.N. George, Advances in Inorganic Bioche mistry,
(1994) 10, 1.

75. B.L. Vallee, W. Maret, Metallothionein Ill, Birkhduser Verlag, Basel, 1993, 1.
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151.
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i Cu, pero també metalls toxics, com Cd i Hg.”®"® Els estudis realitzats in

vitro descriuen MT enllacades a un nombre molt més variat de metalls.”®

1.2.2. Classificacio

El gran nombre de treballs d'investigacio dedicats a les MT en els darrers
anys ha fet que el seu coneixement hagi avancat considerablement i que,
per tant, la seva classificacio pateixi els canvis de criteri consequents.
Fins fa molt poc, les MT s'han classificat en base a la seva homologiai a
les seves caracteristiques estructurals ja que encara no s'ha pogut establir
una relacié funcional clara que permeti distingir-es en diferents tipus.*®"®

Aixi, la classificaci6 tradicional acceptada proposa tres classes de MT.°

Les MT de Classe | comprenen unes 60 MT aillades a partir de vertebrats,
crustacis i alguns mol luscs. Totes elles tenen una sequéncia peptidica
primaria d'aproximadament 60 aminoacids alineable amb la de la MT de
ronyé de cavall i es caracteritzen per tenir una estructura terciaria en dos

dominis.

Les MT de Classe Il es troben en invertebrats, plantes, llevats, fongs i
alguns cianobacteris. Es caracteritzen per tenir una sequéncia

aminoacidica diferent a la de la MT de rony6 de cavall i només la meitat

78. M.J. Stillman, Coordination Chemistry Reviews, (1995) 144, 461.

79. K.T. Suzuki, N. Imura, M. Kimura, Metallothionein Ill, Birkhduser Verlag, Basel,
1993.

80. M.G. Cherian, H.M. Chan, Metallothionein Ill, Birkhauser Verlag, Basel, 1993, 87.
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de residus de Cys que els péptids de Classe |, caracteristica que explica
gue la majoria d'aguestes MT estiguin constituides per un sol domini en

la seva estructura terciaria.

Finalment, els peptids de la Classe Ill es caracteritzen per la seva sintesi
enzimatica, per la qual cosa no sén considerats com a proteines ja que
no son expressats a partir d/ARN missatger, i la presencia d'agregats
metall-tiolat (sovint amb Zn(Il), Cd(ll) i Cu(l)) constituits a base de
repeticions de la unitat -Glu-Cys amb un residu de Gly a I'extrem C-
terminal. En aquest grup es troben les cadistines i fitoquelatines de

fongs,®! algues® i plantes.®®

Recentment, en el darrer congrés internacional sobre MT celebrat I'any
1997, s’ha proposat una nova classificacio molt més detallada que les
divideix en families, subfamilies, subgrups, isoformes i subisoformes.?
Aixi, les MT de mamifer constitueixen una subfamilia de la familia dels
vertebrats i existeixen en quatre isoformes diferents, dos d'elles, MT 1 i
MT 2, es troben en tots els teixits parenquimatics (fetge, ronyons,
pancrees, intestins) mentre que MT 3 es troba Gnicament en els astrocits
cerebrals i MT 4 en I'epiteli. L'ordenacié esmentada es basa en els criteris
sequencials tradicionals pero també té en compte les relacions
taxonomiques trobades darrerament gracies al gran nombre de MT
descobertes en els Ultims anys. Toti aixi, algunes MT aillades després de
la publicacio d'aquest criteri de classificacio no poden ser incloses en cap

81. E. Grill, E.L. Winnacker, M.H. Zenk, FEBS Letters, (1986) 197, 115.

82. B.A. Ahner, F.M .M. Morel, Limnol. Oceanogr., (1995) 40, 658.

83. E. Grill, E.L. Winnacker, M.H. Zenk, Proc. Natl. Acad. Sci., (1987) 84, 439.
84. P.A. Binz, J.H.R. Kagi, Metallothionein 1V, Birkhauser Verlag, Basel, 1999, 7.
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dels grups proposats®*® i aixo indica la necessitat de realitzar estudis

encara més exhaustius per tal de trobar un criteri més precis.

En qualsevol cas, cap de les dues classificacions esmentades
proporciona informacio sobre la funcionalitat de les MT ja que ambdues
estan Unicament basades en la similitud en les posicions dels residus de

Cys dels polipéptids considerats.

Dins del marc dels estudis que duu a terme I'equip de recerca en el qual
s'integra aquesta Tesi Doctoral s'acaba de publicar un treball sobre MT
de crustaci que ha donat lloc a una nova proposta de classificacié de les
MT.®” Donat que els ions metallics que es coordinen a la MT sén
responsables de l'estructura dels seus agregats i tenint en compte la
relacio estructura/funcio, s'ha proposat que les MT podrien classificar-se
d'acord amb les seves preferencies metal liques. Aixi, segons el metall
fisiologic, Zn o Cu, que enllacen preferentment les MT esclassifiquen com
a Zn-tioneines o Cu-tioneines, entenent per Cu-tioneines aquelles MT que
quan s'expressen in vivo en medis rics en Cu Unicament donen lloc a
agregats homometal lics Cu-MT, mentre que en les mateixes condicions

les Zn-tioneines donen lloc a agregats mixtes Zn,Cu-MT.

1.2.3. Estructura

85. P.J. Hensbergen, M.H. Donker, M.J. Van Velzen, D. Roelofs, R.C. Van der Schors,
P.E. Hunziker, N.M. Van Straalen, Eur. J.Biochem., (1999) 259, 197.

86. S.R. Stuzenbaum, P. Kille, A.J. Morgan, FEBS Letters, (1998) 431, 437.

87. M. Valls, R. Bofil, R. Gonzalez-Duarte, P. Gonzéalez-Duarte, M. Capdevila, S.
Atrian, J. Biol. Chem., (2001) 276, 32835.
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Es plenament conegut que en abséncia de metalls (forma apo) les MT
presenten una estructura desordenada (random coil ).23%%° En canvi, en
presencia de metalls (forma holo) aquestes proteines formen agregats
metall-tiolat polinuclears, els quals defineixen l'estructura espacial de les
MT. Aixi doncs, els residus no cisteinics de les MT serveixen com a
espaiadors que connecten les Cys coordinants.” No obstant aixo, la
formacié d'agregats estables només pot ser aconseguida si la cadena
polipeptidica es plega de manera que els atoms de S, quedin disposats
en una situacié espacial acceptable per a la geometria de coordinacié
dels ions metal lics i sense produir tensions excessives en la conformacié
de la proteina.” D'aquesta manera l'estructura terciaria de les MT esta
principalment determinada pel nombre i la naturalesa dels ions metal lics
que tenen coordinats. Tot i aixi, la sorprenent propietat de les MT per a
amotllar-se a metalls que difereixen forca en el seu radi atdomic sense
provocar massa canvis en la geometria de coordinacio d'aguests ni en la
conformaciéo de la proteina s'explica mitjancant la seva plasticitat

estructural.

88. M. Vasak, A. Galdes, H. Allen, O. Hill, J.H.R. K&agi, I. Bremmer, B.W. Young,
Biochemistry, (1980) 19, 416.

89. J.H.R. K&gi, A. Schaffer, Biochemistry, (1988) 27, 8509.

90. D.R. Winge, C.T. Dameron, Metallothionein Ill, Birkhduser Verlag, Basel, 1993,
381.
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Les técniques de RMN de *'Cd,
3Cd i/o *H i de difracci6 de raigs X
han permes disposar d'informacio
precisa sobre [I'estructura
tridimensional de diverses MT. Aixi,
estudis amb MT de

Figura 1.1. Estructura de CdsZn,-MT 2
de mamifer i els seus agregats

proposar que |'ordenacio metallics i

d'aquestes cadenes peptidiquesté
lloc en dos dominis globulars de
guiralitat oposada,
d'aproximadamentla mateixa mida

i essencialment no interactius, on Fragm ent Fragm ent

mamifer®92939495%  han permes

els residus hidrofilics estan exclosos de linterior de la moléecula. El
fragment N-terminal, anomenatdomini , formal'agregat M,S,amb 3 S
pontals i 6 terminals, i el fragment C-terminal, anomenat domini , forma

'agregat M,S,, amb 5 S . pontals i 6 terminals, essent M= Zn(ll), Cd(ll)

Cys

coordinats als S tetraédricament (Figura 1.1.). La coordinacio

Cys
tetraédrica de 7 ions divalents a 20 residus de Cys introdueix 42 enllagos

intramoleculars Cys-metall-Cys els quals determinen, en part, I'estabilitat
de la proteina. Aixi, I'estructura terciaria ve donada per la unié de la

proteina als ions metal lics i la saturacid metal lica dels dos dominis

91. J.D. Otvos, I.M. Armitage, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1980) 77,7094.
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(1991) 113, 4518.
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(1990) 214, 765.
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confereix a les MT una resisténcia contra la proteolisi i I'oxidaci6.”” En el
cas de metalls monovalents no es disposa de dades de RMN ni
cristal lografiques.

També s’ha estudiat per RMN I'estructura que formen les MT de crustaci
en presencia de Cd(lIl) i s’ha pogut determinar que constitueixen dos
agregats independents Cd,S, d’estequiometria identica a la de I'agregat
Cd,S, de MT de mamifer,®®991%

¥

El darrer grup de MT que han estat estudiades JE B
per RMN ha estat el de les MT de llevat. { & ”‘k
Aquestes proteines estan constituides per unsol AP

- ] . o
domini que conté 12 Cys, i en el cas de CUP 1, J
una de les dues MT de Sacharomices cerevisiae,

, . , . . Figura 1.2. Estructura
s’ha pogut determinar I'estructura tridimensional 3p ge cu,-MT de

de la proteina nativa Cu,-MT (Figura llevat.

1. 2 ) . 101,102103104,105

Tot i que la difraccio de raigs X i la RMN son les tecniques d’elucidacio
estructural per excel lencia, cal remarcar que I'espectroscopia de DC i
d’emissié han proporcionat una informaciéo considerable sobre la

coordinacié d'alguns metalls a les MT. Aixi, s’han identificat diversos

97. J.H.R. Ké&gi, Y. Kojima, Metallothionein Il Exp. Suppl., (1987) 52, 25.

98. Z. Zhu, E.F. De Rose, G.P. Mullen, D.H. Petering, C.F. Shaw lll, Biochemistry,
(1994) 33, 8858.

99. Z. Zhu, D.H. Petering, C.F. Shaw lll, Inorg. Chem., (1995) 34, 4477.
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Biochem., (2000) 267, 1008.
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motius estructurals a partir d’estudis realitzats amb zZn(ll), Cd(ll), Hg(ll),
Cu(l) o Ag(l). S’ha determinat que la MT nativa de fetge de conill forma els
agregats Zn,-MT, Cd,-MT, Cu,,-MT, Ag,,-MT, AQ,;;-MT 0 Hg,;-MT.™
Estudis realitzats per aquest grup de recerca amb MT 1 recombinant de
ratoli i els seus fragments han demostrat I'extraordinaria capacitat
coordinant d’aquestes proteines per tal de formar espécies de diversa
estructura i nuclearitaten preséncia de Cd(l1),'%° Cu(l),*" Ag(1)**® i Hg(11)'%°
i Pb(ll).

1.2.4. Reactivitat i funcid fisiologica

Generalment, les reaccions en les quals es veuen involucrades les MT
estan relacionades amb les seves propietats com a Illigands multidentats
0 com a agents reductors. Lesreaccions de MT més ben estudiades s6n
les d’incorporacid i substitucié de metalls. S'ha descrit que, enfront dels
metalls estudiats, aquestes reaccions soén forca rapides ja que la
coordinacié d'aquests a les MT presenta una elevada estabilitat
termodinamica pero en canvi una estabilitat cinética molt baixa, de
manera que la unié de metalls és forta pero aquests poden ser facilment
intercanviats amb els d’altres proteines.'® Aixi les MT participen
rapidament en reaccions d’intercanvi o substitucié de metalls en les que
un ié metal lic amb més afinitat d’unié ales MT, o sigui, als tiolats alifatics

de les seves Cys, desplaca un i6 metal lic inicialment unit a una MT amb

106. Nuria Romero Isart, Tesi Doctoral, Universitat Autonoma de Barcelona, 1998.
107. Roger Bofill Arasa, Tesi Doctoral, Universitat Autonoma de Barcelona, 2000.
108. Oscar Palacios Bonilla, Treball de Recerca, Universitat Autdbnoma de Barcelona,
1997.

109. S Atrian, R. Bofill, M. Capdevila, N. Cols, P. Gonzalez-Duarte, R. Gonzalez-
Duarte, A. Leiva, O. Palacios, N. Rom ero-Isart, Metallothionein IV, Birkhauser Verlag,
Basel, 1999, 55.

110. K. Zangger, G. Oz, J.D. Otvos, |.M. Armitage, Prot. Sci., (1999) 8, 2630.
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una afinitat menor. L’ordre d’afinitats d'unié d'alguns ions metal lics a les
MT és el seguent:
Bi(11)>Hg(IN>Ag(l) Au(l)>Cu()>Cd(ID>Pb(I>Co(ll) Zn(ll) Fe(ll).**

Existeixen dos possibles mecanismes de coordinacié dels ions metal lics
a les MT de dos dominis: especificament per dominis, quan els ions
s’enllacen preferentment a un dels dominis, o estadisticament distribuits
als dos dominis, quan no hi ha una preferéncia clara per cap dels dominis

i els ions s’hi uneixen de manera aleatoria.

L'extremada habilitat de les MT per a enllacar ions metal lics, tant
directamentcom mitjancant reaccions de desplacament, és consequéncia
de la plasticitat i flexibilitat de la seva estructura aixi com de la labilitat
cinetica dels agregats metall-tiolat formats. Les dades de RMN i de
difraccié de raigs X demostren clarament la manca de rigidesa dels
agregats polinuclears en base al desordre dinamic dels girs polipeptidics
que uneixen les Cys coordinants i al rapid intercanvi dels protons amidics
de llur estructura.®® Es precisament aquesta flexibilitat el que dificulta

estudiar la possibilitat d'interaccio entre els dominis de les MT bidominials.

Els partidaris de la hipotesi de la independéncia dels dos dominis en les
MT bidominials argumenten que s'obtenen espécies de la mateixa
estequiometria i estructura per als fragments aillats que quan aquests

estan junts en la proteina sencera.’”®*'>311411> Ng gbstant aixo, estudis

111. M. Vasak, Methods in Enzymology, (1991) 205, 452.

112. K.B. Nielson, D.R. Winge, J. Biol. Chem., (1985) 260, 8698.

113. Y.J. Li, U. Weser, Inorg. Chem., (1992) 31, 5526.

114. S. Matsumoto, S. Nakayama, Y. Nishiyama, Y. Okada, K.S. Min, S. Onosaka, K.
Tanaka, Chem. Pharm. Bull., (1992) 40, 2694.

115. S. Matsumoto, Y. Nishiyama, Y. Okada, K.S. Min, S. Onosaka, K. Tanaka, Chem.
Pharm. Bull., (1992) 40, 2701.
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més recents realitzats per membresd'aquest grup d'investigacié indiquen
gue la independéncia dels dos dominis correspon a situacions gairebé

excepcionals essent molt més freqgiient la seva interaccié matua.**®

Les metal lotioneines presenten també una alta reactivitat enfront
d'electrofils com el disulfur de glutatio (GSSG) o el 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoat) (DTNB). La reaccio que té lloc és I'oxidacié dels grups tiolat
de la MT a disulfur,**’ prévia pérdua dels metalls que presentaven units,
i la reduccié del GSSG o DTNB a glutatié (GSH) o 5-io-2-nitrobenzoat
(TNB), respectivament. La reacci6 amb DTNB és la base del métode
anomenat d’Ellman de determinacié colorimetrica del contingut de grups
tiol en MT M8

També s’ha descrit la interaccié de les MT amb CCl,, agents organics
alquilants com el clorambucil o el iodoacetat, drogues antiartritiques de
Au(l), agents antitumorals de Pt(ll), radicals hidroxil o superoxid i amb oxid

nitric o N-etilmaleimida.”**°

La diversitat de metalls que coordinen les MT, la gran varetat
d'organismes en qué es troben i l'elevat grau de conservacié que
presenten les seves sequencies aminoacidiques, especialment els residus
de Cys, en organismes diferents del mateix ordre, fa creure que les MT
son proteines de gran importancia biologica. Aixi mateix, el fet que la
sintesi de moltes d'elles siguiinduida per metalls suggereix que aquestes

116. M. Capdevila, N. Romero, N. Cols, S. Atrian, R. Gonzalez-Duarte, P. Gonzalez-
Duarte, Cell. Mol. Life Sci., (1997) 53, 681.

117. W. Maret, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1994) 91, 237.

118. G.L. Ellman, Archives of Biochemistry and Biophysics, (1959) 82, 70.

119. K.D. Kroncke, K. Fchsel, T. Schmidt, F.T. Zenke, |. Dasting, J.R. Wesener, H.
Bettermann, K.D. Breunig, V. Kolb-Bachofen, Biochem. Biophys. Res. Commun.,
(1994) 200, 1105.
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proteines tenen un paper important en la regulacié i detoxificacio de
metalls en els éssers vius.'® Si bé 44 anys després del seu descobriment,
la funcioé de les MT encara no esta totalment establerta, i per tant gran
part dels treballs actuals apunten en aquesta direccié, se'ls han atribuit les
funcions segients, estretament relacionades les unesamb les altres, com
a consequencia de les seves caracteristiques fisicoquimiques pel fet de

formar agregats metal lics.

Emmagatzematge intracel lular d'ions metal lics essencials, Zn(ll) i
Cu(l).%°

Segrestament d'ions metal lics toxics.’***

Detoxificacio de radicals lliures, en base al caracter reductor dels grups
sulfhidril,1?#1#3124125126 i registéncia a la toxicitat induida per agents
alquilants, 2128129

Transport d'ions metal lics essencials i reconstitucio de proteines i

enzims demetal lats.t"130:131.132

120. D.H. Hamer, Ann. Rev. Biochem., (1986) 55,913.

121. E.J. Kasarskis, W.D. Ehmann, W .R. Mark esbery, Essencial and Toxic Trace
Elements in Human Health and Disease: an update, Prasad S.A. Ed., New York, 1993,
299.
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Sci. USA, (1993) 90,8013.
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125. B.L. Vallee, Neurochem. Int., (1995) 27, 23.
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(1988) 241, 1813.

128. X. Yu, Z. Wu, C. Fenselau, Biochemistry, (1995) 34, 3377.

129. J. Zaia, L. Jiang, M.S. Han, J.R. Tabb, Z. Wu, D. Fabris, C. Fenselau,
Biochemistry, (1996) 35, 2830.
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A la isoforma 3 de la MT humana se li ha atribuit un paper com a

inhibidor del creixement neuronal, 33134135136

1.2.5. Técniques de caracteritzacio

L'aplicaci6 de les diferents tecniques espectrocopiques a l'estudi de les
MT permet obtenir informacio sobre els agregats metal lics a qué donen
lloc aquestes proteines. Molts dels estudis requereixen, pero, la
substitucié de tots els ions metal lics enllacats originalment a les MT, que
son predominantment ions espectroscopicament silenciosos, Zn(ll), Cu(l),
per altres espectroscopicament actius o bé per isotops sensibles a la
técnica triada.”>**"** La Taula 1.4. mostra un resum de les técniques

espectroscopiques més utilitzades aplicades per als diferents estudis.

Meétodes espectroscopics aplicats a I'estudi de la coordinacié
metal lica en MT

Objectiu de

, . Tecnica espectroscopica Metall examinat
I'estudi

Espectroscopia d'absorcié

Identificaci6 del  electronica Zn, Cd, Hg, Co
lligand gspeptroscopla fotoelectronica Zn, Cd, Hg, Cu
e raigs X
Espeqtrqscopla d'absorcio Co, Fe
. electronica
Geometria de . ‘.
coordinacié Ressqngnma paramagnetica Co
electronica
Dicroisme Circular magnetic Co

133. M. Nordberg, Talanta, (1998) 46, 243.

134. Y. Uchida, K. Takio, K. Titani, Y. Yhara, M. Tom onaga, Neuron., (1991) 7, 3337.
135. R.D. Palmiter, S.D. Findley, T.E. W hitmore, D.M. Durnam, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, (1992) 89, 6333.

136. S. Tsuji, H. Kobayashi, Y. Uchida, Y. Yhara, T. Miyatake, EMBO J., (1992) 11,
4843.

137. M. Vasék, J. Am. Chem. Soc., (1980) 102, 3953.

138. M. Vaséak, J.H.R. K&agi, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1981) 78,6709.
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Ressonancia magneética

113cd
nuclear de **Cd
Espectroscopia Mossbauer >'Fe
EXAFS Zn, Cu, Hg

113Cd 111Cd

Ressonancia magnetica WG, 199Ag

nuclear 15N, 1H(2D)
Ressonancia paramagnética Co
electronica
Estructura del Espectroscopia Mossbauer *'Fe
cluster metall- Espectroscopia d'absorcio Zn, Cd, Hg, Co,
tiolat electronica Fe, Bi, Pb
. . . Zn; Cdl H91 CO’
Dicroisme Circular Fe. Bi. Pb
L . o Zn, Cd, Hg, Co,
Dicroisme Circular magnetic Fe. Bi. Pb
Luminiscéncia Cu, Ag, Au

Taula 1.4. Tecniques espectroscopiques ergprades per a l'elucidacié de la
. o ) N ,97,1
coordinacié dels ions metal lics en MT.

D'aquesta taula es dedueix que una part de

I'estudi conformacional dels clusters metal licses 4
pot efectuar mitjancant l'espectroscopia de
Dicroisme Circular (DC). D'una banda, durant “:
molt de temps la tecnica del DC ha estat 1

emprada Unicament per a determinar els

diferents tipus d'estructura secundaria de les

- N N - - 'Fw_m
proteines: helix , lamina 0 random coil Figura 1.3. Espectres de

(estructuraci6 desordenada de la sequéncia de PC  caracteristics de
proteines amb diferents

residus de la proteina), ja que cadascun estructures secundaries:
hélix  (continu), lamines

d'aqueststipus d'ordenacié mostra uns espectres antiparal leles
(discontinu llarg), -turn

de DC altament caracteristics (Figura 1.3.).1%** [0 i random coil

D'altra, la incorporacio de cromofors metall-sofre  (discontinu curt).
a proteines amb una estructura secundaria i terciaria ben definida
139. J.H.R. Kagi, Methods in Enzymology, (1991) 205, 613.

140. W .C. Curtis, Proteins: Structure, Function, and Genetics, (1990) 7, 205.
141. M.R. Ghadiri, C. Choi, J. Am Chem. Soc., (1990) 112, 1630.
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comporta una transferencia de quiralitat des de la proteina al cromofor.
Aquesta inducci6 de quiralitat es manifesta en els espectres de DC, els
guals son caracteristics del tipus d'interaccié cromofor-proteina. Més
concretament, el senyal de DC dona informacio directa de I'entorn del
cromofor. Les MT representen un cas especial d'augment de quiralitat. La
presencia de metalls coordinats obliga a la formacié d'una estructura
tridimensional, la qual indueix quiralitat a les bandes d-d o de
transferéncia de carrega del metall, que apareixenen una regio clarament
diferenciada de la caracteristica de 'enllac peptidic. En consequencia, els
experiments de DC proporcionen informacio sobre el replegament de la

cadena peptidica al voltant dels enllagos metall-S.. i de la geometria de

Cys
coordinacié dels centres metal lics.

A més a més, quan es formen agregats metal lics fortament estructurats,
en I'espectre de DC hi ha un increment en la intensitat de les transicions
que condueixen als estats excitats, ja que en aquestes condicions té lloc
I'acoblament entre cromofors, fenomen conegut com a "exciton coupling
". Aquesta ordenacio a nivell tridimensional es manifesta molt clarament
en els espectres de DC, particularment sensibles a les transicions que
s'originen en un estructura quiral, perd no representa cap modificacié en
l'espectre electronic.'*?

D'altra banda, és conegut que les intensitats de les bandes de DC
depenen de la naturalesa de les espécies existents en solucio i, en

consequeéncia, de la relacié metall:proteina en el medi.**®

Aixi doncs, I'espectroscopia optica proporciona informacio sobre el

comportament de la proteina com a agent quelatant de metalls. L'analisi

142. H. Willner, M. Vasak, J.H.R. K&gi, Biochemistry, (1987) 26, 6287.
143. E.L. Eliel, S.H. Wilen, Stereochemistry of Organic Compounds, John Wiley and
Sons, New York, 1994.
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dels espectres de DC i d'absorcié UV-Visible en un interval determinat de
longituds d'ona, on no hi hagi absorcions causades per la cadena
peptidica, permet caracteritzarels agregats metall-tiolat que constitueixen
els centres actius de les MT. El fet que la MT no tingui residus aromatics
fa que les transicions electronigues de menor energia observades
corresponguin a transicions de la cadena peptidica, essent la més

important la transicié n *a 213 nm corresponent al grup carbonil. Aixi

doncs, si no hi ha oxidacio dels tiolats cisteinics a disulfur, que presenta
una banda ampla negativa entre 250 i 280 nm,*** I'absorcié a 213 nm és
la transicio de major energia observada. Aixi, lapo-MT és totalment
incolora i transparent a superiors a 215 nm."* A mesura que els grups
tiolat de I'apo-MT coordinen ions metal lics apareixen absorcions entre
230 i 800 nm.°"**> Aquestes bandes sén les que donen informacio de
I'estereoquimica de coordinacié dels centres metal lics. Com que els
espectres electronics de metalls d'° no presenten bandes de transicio6 d-d,
la informacié queda restringida a la que proporcionen les bandes de
transferéncia de carrega. En els espectres de DC, aguestes bandes son
molt més intenses i ben resoltes que en els espectres d'absorcié UV-
Visible i, en consequiéncia, permeten una analisi molt més detallada. Aixi,
en les valoracions en les que un metall amb elevada afinitat pel S
s'afegeix a Zn,-MT o als fragments corresponents, les variacions en la
intensitat de les bandes de DC indiquen per a cada punt de la valoracio:
a) si l'estructura del centre actiu es manté analoga a la de zZn(ll)
(I'embolcall espectral continua essentel mateix pero desplacata una altra

longitud d'ona)

144. H. Rupp, U. W eser, Biochimica et Biophysica Acta, (1978) 533, 209.
145. M. Vasak, J.H.R. K&gi, H.A.O. Hill, Biochemistry, (1981) 20, 2852.
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b) si es forma una nova estructura a causa de la influencia del metall que
desplaca el Zn(ll) (es desenvolupa un nou embolcall espectral, també a
una energia diferent)

C) si el centre actiu s'obre i es perd l'estructura tridimensional (el senyal

de DC colapsa)

En definitiva, les espectroscopies que han proporcionat més dades sobre
la coordinacié metal lica de les MT han estat les de DC i absorci6é UV-
Visible. Aixi, s'hanidentificat diversos motius estructurals a partir d'estudis
realitzats amb zZn(Il), Cd(ll), Hg(Il), Cu(l) i Ag(l) amb MT natives™ i
recombinants'®108116:146.147.148.149 g6 demostren I'extraordinaria capacitat
d'aquestes proteines per formar especies metal liques d'estructura i

nuclearitat ben diversa.

D'altra banda, una de les téecniques més desenvolupades en els darrers
anys per a l'estudi del contingut metallic de les MT ha estat

I'espectrometria de masses i, més concretament, I'espectrometria de

masses amb ionitzacié per electrosprai (ESI-MS).**°

L'ESI-MS ofereix molts avantatgesrespecte a altres tipus d'espectrometria
de masses, pero els que més destaquen son: la capacitat d'estudiar

especies d'elevat pes molecular, I'elevada sensibilitat i la poca quantitat

146. S. Atrian, M. Capdevila, N. Cols, R. Gonzalez-Duarte, P. Gonzalez-Duarte, N.
Romero, M.J. Stillman, J. Inorg. Biochem., (1995) 59, 103.

147. M. Capdevila, N. Romero, N. Cols, S. Atrian, M.J. Stillman, R. Gonzalez-Duarte,
P. Gonzalez-Duarte, Anales de Quimica, Int. Ed., (1996) 92, 199.

148. N. Cols, N. Romero-Isart, R. Bofill, M. Capdevila, P. Gonzalez-Duarte, R.
Gonzalez-Duarte, S. Atrian, Prot. Engng., (1999), 12, 265.

149. R. Bofill, O. Palacios, M. Capdevila, N. Cols, R. Gonzalez-Duarte, S. Atrian, P.
Gonzalez-Duarte, J. Inorg. Biochem., (1999), 73, 57.

150. P.A. Brady, J.K.M. Sanders, New J.Chem., (1998) 411.
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de mostra requerida per a efectuar una mesura. El seu principal
inconvenient és la seva baixa selectivitat, és a dir, que qualsevol espécie
ionica present a la mostra, com pot ser per exemple el tampd, és
susceptible de serionitzada i dificultar aixi I'analisi dels pics corresponents
a l'analit a estudiar. Aquest problema pot ser resolt acoblant a I'aparell
d'ESI-MS una tecnica préevia que permeti la separacio de les substancies
que interfereixen en la mostra en estudi com s6n cromatografia de liquids,

de tipus HPLC, i técniques d'electroforesi capil lar (CZE).**"**

151. R. Lobinski, H. Chassaigne, J. Szpunar, Talanta, (1998) 46, 271.
152. K. Poléc, J. Szpunar, O. Palacios, P. Gonzalez-Duarte, S. Atrian, R. Lobinski, J.
Anal. At Spectrom., (2001) 16,567.
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1.2.7. Metal loproteines que contenen Pb(ll)

D'entre els pocs estudis realitzats amb metal loproteines de Pb(ll) cal
destacar que la major part han estat duts a terme amb fitoquelatines (PC)
i només es poden trobar uns quants treballs amb MT. La dispersio de
dades bibliografiques i la poca informacio referent a complexos Pb-MT
dificulta I'analisi de les estequiometries d'aquests agregats alhora que no
permet establir sense ambiglitats els nombres i geometries de
coordinacio dels ions Pb(ll) en MT. Tot i aixi, a continuacié es resumeixen
les conclusions a que han arribat els diferents autors que han estudiat

metal loproteines que contenen Pb(ll).

Fa uns 20 anys VaSak i col laboradors 4

165

van proposar que quan s'addiciona |
Pb(ll) a les MT es formen diferents -‘/
tipus d'agregats Pb-MT en funcio del s ' ; .

pH de la solucié i del nombre dions de

Pb(ll) afegits. La Figura 1.16. mostra 7§ [
les empremtes espectrals de DC i ol ~ |
d'absorcié UV-Visible de I'agregat Pb,- e T

MT format a pH 7. En aquest mateix Figura 1.16. Espectres de DC i

; d'absorcio UV-Visible de Pb (II),-MT.
treball es proposa que és probable que
en aquest complex el Pb(ll) adopti una geometria de coordinacié

tetraedrica Pb(S,),.

La resta de treballs bibliografics referents a la coordinacio del Pb(ll) a MT

sén molt més actuals si bé, pel fet de procedir de grups de recerca

165. W. Bernhard, M. Good, M. Vasak, J.H.R. Kagi, Inorg. Chim. Acta, (1983) 79, 154.
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xinesos, només es disposa dels abstracts ja que els articles estan
publicats en xinés. Aixi, els estudis realitzats per He i col laboradors*®*®’
proposen que apo-MT 2 de fetge de conill reacciona amb Pb(ll) a
diferents pH donant lloc a la formacié duna Unica especie Pb,-MT si bé
consideren que la geometria de coordinacié del Pb(Il) enaquesta espécie
depén del pH. Aixi, i d'acord amb els estudis de VaSék i col laboradors, a
I'espécie Pb,-MT 2 constituida a pH 6.52 (Figura 1.17.) se li s'assigna un
entorn de coordinacio tetraédric Pb(S.,),. En canvi, quan Pb,-MT 2 es
forma a pH 2.18 (Figura 1.18.) es proposa que el Pb(ll) pren una

"coordinacié multiple" que inclou la digonal.

Figura1.17.Espectresd'absorciéo UV-Visible (esquerra)
i DC (dreta) enregistrats durant la valoraci6 d'una
solucié d'apo-MT que conté 8 eq de Pb(ll) ajustant elpH

mOm M A
Jrum

Figura 1.18.Espectresd'absorcié UV-Visible (esquerra)
i DC (dreta) enregistrats durant la valoraci6 d'una
solucié d'apo-MT que conté 8 eq de Pb(ll) ajustant elpH
des de 2,18 fins a 5,90.

166. W.G. He, D.Y. Chu, J.Y. Yang, D.F. Yao, M.C. Shao, Chem. J. Chinese Univ,,
(1999) 20, 248.

167. W.G. He, D.Y. Chu, J.Y. Yang, D.F. Yao, M.C. Shao, Chin. Chem. Lett., (1999)
10, 87.
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Per una altra banda, Chu i col laboradors*®® han publicat que la valoracié
de Zn,-MT 2 amb Pb(ll) a pH 4.70 ddna lloc a la formacié d'una Unica
especie Pb,-MT l'estructura de la qual proposen que és molt similar a la

del cluster inicial Zn,-MT.

Respecte a la substitucié de zZn(ll) per Pb(ll) en MT, es troba un treball

realitzat per Ji i col laboradors™®

en el qual s'estudia la coordinaci6
d'aquests ions a les isoformes 1 i 2 de MT de fetge de conill addicionant
Pb(ll) o bé zn(ll) i Pb(ll) a apo-MT, Zn,-MT i Zn,Cd.-MT. Els autors
conclouen que la competicio de Zn(ll) i Pb(Il) per a coordinar-se a apo-MT
depen de la isoforma de la proteina que es consideri. Aixi, Zn(Il) i Pb(ll)
competeixen per a enllacar-se a apo-MT 1 per donar lloc a la formacio
d'espécies mixtes Zn,Pb-MT 1, mentre que en el cas de la isoforma 2
nomeés es detecta la formacié d'agregats Pb-MT 2. D'altra banda, en
afegir Pb(ll) a solucions de les formes holo, Zn,-MT i Zn,Cd.-MT,
d'ambdues isoformes s'observa que el Pb(ll) no desplaca el Zn(ll)
coordinat a Zn,-MT mentre que aquest desplacament si es detecta en
Zn,Cd.-MT tot i que de manera diferent en les isoformes 1 i 2. Els autors
finalitzen el treball suggerint que, en la seva forma apo, la isoforma 2 de
MT és més sensible a la coordinacié de Pb(ll) que no pas la 1 i que

Zn,Cd.-MT pot ser emprada efectivament per a la detoxificacié de Pb(ll).

El darrer estudi publicat sobre la coordinacié de Pb(Il) a MT ' és I'Unic

gue estudia el comportament dels fragments apo- MT i apo- MT enfront

de Pb(Il). D'aquest treball es dedueix que en valorar aquests fragments

168. D. Chu, Y. Tang, Y. Huan, W. He, W. Cao, Thermochim. Acta, (2000) 352-353,
205.

169. Q. Ji, L. Wang, Y. Zhou, B. Ru, Beijing Daxue Xuebao, Ziran Kexueban, (2000)
36, 503.

170. X. Li, S. Hao, Y. Liu, B. Ru, Weisheng Yanijiu, (2001) 30, 198.
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amb PDb(ll) té lloc la formacié de les espécies Pb,- MT, Pb,- MT i Pb,-

MT, de les quals la primera és la més estable.

Respecte als treballs realitzats amb Pb(ll) i PC cal recordar que les PC
sén peéptids derivats del glutati6 amb una estructura general ( -Glu-
Cys),Gly (n=2-11). La preséncia de motius -Cys-X-Cys- en les PC
suggereix gue les seves caracteristiques de coordinacié metal lica podrien

ser similars a les de les MT, les quals contenen motius similars.

S'ha publicat que la coordinacié de Pb(ll) a PC, GSH o MT 2 de rata
indueix I'aparicié de bandes de transferencia de carrega especifiques i

caracteristigues d'unes estequiometries de coordinacio determinades pel
Pb(”) 13,171,172

Els estudis de Mehrai col laboradors ** mostren que, independentment de
l'agent donador de Pb(ll) (Pb(CIO,),, Pb(CH,COO), o Pb-GSH), les PC
coordinen aquest i6 metal lic i que la geometria de coordinacio del Pb(ll)
depén de la llargada de la cadena de les PC. Aixi, les de cadena més
curta transfereixen els ions de Pb(ll) a les de cadena més llarga la qual

cosa indica que la forca de I'enllag Pb(ll)-S.,. augmenta amb la llargada

Cys
de la cadena de les PC.

Aquests mateixos autors'* han realitzat valoracions amb Pb(ll) de PC (( -
Glu-Cys),Gly) amb valors de niguals a 2 (PC2), 3 (PC3)i4 (PC4) (Figura

1.19.). A partir d'aquests resultats espectroscopics es proposa la formacio

171. L.A.P. Kane-Maguire, P.J. Riley, J. Coord. Chem., (1993) 28, 105.
172. B.J. Fuhr, D.L. Rabenstein, J. Am. Chem. Soc., (1973) 95, 6944.
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de Pb,-PC2, Pb,-PC3 i Pb,-PC4 i Pb,-PC4 en les quals els ions Pb(ll)
presenten nombres de coordinacio 2, 4, 4 i 2, respectivament. El fet que
amb PC4 es puguin obtenir espéecies de diferents estequiometries enles
gue el Pb(ll) presenta entorns de coordinacié diferents pot atribuir-se a la

particular disposicio dels residus de Cys a llarg de la cadena peptidica.

" il
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Figura 1.19. Espectres d'absorcié UV-Visible ( ) i de DC
() enregistrats al llarg de les valoracions de PC2 (a), PC3
(b) i PC4 (cid) amb Pb(ll).

Finalment, a la bibliografia també es

pot trobar un treball dedicat a l'estudi
de l'enlla¢ del Pb(ll) a tres dominis de

dits de Zn(ll) que unicament difereixen

entre ells en el nombre de residus de

Mindar Abmrrptivity (M)

o m
Wity (i)

Figura 1.20. Espectres d'absorcio
UV-Visible dels complexos Pb-
CCHH, Pb-CCHC i Pb-CCCC.
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Cys: CCCC,'”® CCHC '™ i CCHH.'"® Aquest estudi posa de manifest que
el Pb(Il) competeix amb el Zn(ll) pels mateixos llocs de coordinacio i s'hi
enllaca fortament.*® Segons els autors el desplacament del Zn(ll) pel
Pb(Il) dificulta un plegament correcte d'aquests péeptids i possiblement els
inactiva funcionalment. S'observa que els complexos Pb(ll)-péptid formats
presenten, en els espectres d'absorci6 UV-Visible, bandes de
transferencia de carrega metall-tiolat molt intenses en la regié compresa
entre 250 i 400 nm (Figura 1.20.) les quals s6n molt similars a les
detectades pels agregats Pb-MT i Pb-PC. Les dades de RMN
enregistrades pels agregats Pb-péptid suggereixen que els complexos
formats son forca fluxionals. També es proposa que el Pb(Il) no s'enllaca
fortament als residus d'His i, llavors, probablement completa el seu entorn
de coordinacié amb molécules d'aigua o de tampd (Tris) presents al medi.
Aixi mateix, els autors dedueixen que l'afinitatrelativa de Zn(Il)i Pb(ll) per
aguests peptids ve regida per criteris d'estabilitat termodinamica,
determinats per les corresponents constants de formacié, més que no pas

per criteris de control cinétic.

A continuaci6 es resumeixen en forma de taula les dades
espectroscopiques de DC i d'absorcié UV-Visible dels agregats Pb-
proteina o péeptid detectades a la bibliografia i s'indiquen les geometries

de coordinacio proposades pels ions de Pb(ll) en aquestes espécies.

173. La seqiéncia d'aa del péptid amb 4 Cys (CCCC) és la seglient:
PYKCPECGKSFSQKSDLVKCQRTCTG.

174. La seqiienciad'aa dels péeptids amb 3 Cys i1 His (CCHC) sdn les seglients:
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTCTG i VKCFNCGKEGHIARNCRA.

175. La seqiéncia d'aa del peptid amb 2 Cys i 2 His (CCHH) és la segient:
PYKCPECGKSFSQKSDLVKHQRTHTG.
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Geometria
Bandes de
<. Bandes de : ., o,
Especie DC d'absorcio coordinacio
UV-Visible del
Pb(Il)
] 245(+) 260(sh) .
Pb,-MT 260(+) 350 tetraédric
Pb,-MT 2 245(+) 26305(8h) tetraédric
250(+) (doble) 395
) 310(-) (doble) maltiple,
Pb-MT 2 350(+) (doble) 40307(§h) digonal
395(-)
250(+)
Pb,-PC2 300(-) 26301(8h) digonal
330(+)
225(+)
Pb,-PC3 290(-) 253035(?“) tetraédric
337(+)(feble)
Pb,-PC4 --- --- tetraédric
Pb,-PC4 --- digonal
Pb-p éptid 250-400

Taula 1.6. Dades espe ctroscopiques de DC i d'absorcié UV-Visible dels
agregats Pb(ll)-proteina o péptid.
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