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Resum

La tasca investigadora realitzada, i recollida en la present Tesi Doctoral, és el resultat de
I'estudi i caracteritzacid de I'especificitat metal-lica, vers Zn(ll), Cu(l) i Cd(ll), de diferents
metal-lotioneines i de I'analisi dels factors que poden determinar aquesta especificitat.

El conjunt de proteines estudiades el componen principalment isoformes d’'MTs de
mol-luscs: els cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum i el barretet mari M.crenulata. L'estudi
de les propietats coordinants d’aquestes proteines ha fet possible establir |'existencia, en els dos
cargols, d’una isoforma d’MT amb una clara preferéncia per Cd(ll) i d’altres per Cu(l), podent
relacionar aquest comportament amb el rol fisiologic d’aquestes proteines (destoxicacio de
cadmi i homeostasi de coure, respectivament). En canvi, M.crenulata té una Unica MT, McMT,
gue no presenta una clara especificitat per Zn(ll), Cd(ll) o Cu(l), podent participar en ambdds
tipus de processos fisiologics. L'estudi conjunt de les diferents MTs ha permés concloure que
proteines similars (contingut en cisteines i la seva posicid relativa dins la cadena peptidica)
poden presentar especificitats metal-liques molt diferents, sent els aminoacids no coordinants
els responsables d’aquesta diversitat.

S’han estudiat també altres MTs: de B.floridae (amfiox) i de D.melanogaster (mosca).
L'amfiox, considerat un organisme model en I'estudi del llinatge evolutiu dels vertebrats, ha
estat ampliament estudiat a nivell genomic i proteic, perd fins el moment es desconeixia
I'existéencia d‘MTs. La descripcid del seu genoma complert va permetre identificar dues
isoformes d’MT (BfMT1 i BfMT2), que posteriorment varem produir recombinantment. L’estudi
de les caracteristiques coordinants d’aquestes dues proteines ha permeés establir que BfMT1
presenta una certa especificitat per enllagar Cu(l) mentre que BfMT2 mostra una major
especificitat metal-lica per Zn(ll) i Cd(ll), fets que concorden amb el comportament observat a
nivell genomic dels seus respectius gens.

D’altra banda, en Drosophila haviem descrit i estudiat 4 isoformes d’MT, totes elles amb
una clara preferencia per Cu(l). En aquest treball s’ha estudiat una cinquena MT, MtnE,
descoberta recentment. Els resultats obtinguts indiquen que MtnE és la isoforma amb menor
especificitat per Cu(l) del conjunt d’MTs de D.melanogaster, amb un lloc de coordinacié
particular per Zn(ll).

Addicionalment, s’ha utilitzat I'acoblament d’un sistema cromatografic (size exclusion-
HPLC) amb diferents tipus de deteccié (UV-Vis, ESI-MS i ICP-MS) per estudiar I'evolucié amb el
temps d’algunes preparacions d’'MTs, aquelles riques en lligands sulfur. Els resultats han permes
observar el creixement i compactacié dels agregats Cd,S,-MT de les preparacions inicials
obtingudes in vivo.

Finalment s'han determinat els parametres termodinamics associats a la reaccié de
bescanvi de Zn(ll) per Cd(ll) en diverses MTs mitjangant la técnica d'ITC (Isothermal Titration
Calorimetry). Aquest estudi ha permes establir en les MTs estudiades una relacié entre els valors
calculats de les constants d’afinitat i I'especificitat metal-lica vers ions metal-lics divalents i

monovalents.






Summary

The research work embodied in this PhD Thesis is the result of the study and
characterization of the metal specificity, towards Zn (Il), Cu (I) and Cd (ll), of different
metallothioneins and of the analysis of the factors that could determine this specificity.

The set of studied proteins is mainly composed by mollusc MT isoforms: the terrestrial
snails H.pomatia and C.aspersum and the keyhole limpet M.crenulata. The study of the
coordination properties of these proteins allowed to establish the existence, in both snails, of an
MT isoform with a clear preference for Cd(ll) and others to Cu(l), which correlates with their
physiological role (cadminun detoxification and copper homeostasis, respectively). In contrast,
M.crenulata has only one MT, McMT, which does not show any clear specificity for Zn(ll), Cd(ll)
nor Cu(l), being able to participate in both type of physiological processes. The comparison of
the behaviour of these different MTs allowed to conclude that similar proteins (in terms of
cysteine content and their relative position in the peptide chain) can exhibit very different metal
specificities, being the non-coordinating aminoacids responsible for this diversity.

Others MTs have also been studied: from B.floridae (amphioxus) and D.melanogaster
(fly). Amphioxus, which is considered a model organism for the study of the vertebrates's
evolutive lineage, has been extensively studied at genomic and protein level, but until now the
existence of MTs was not described. The report of its complete genome allowed to identify two
MT isoforms (BfMT1 and BfMT2), which were recombinantly produced in our labs. The study of
their coordinating abilities allowed to observe that BfMT1 shows some specificity to bind Cu(l)
while BfMT2 shows greater specificity towards Zn(ll) and Cd(ll). This is consistent with the
behavior at genomic level their respective genes.

Already described and studied four MT isoforms in Drosophila, all of them exhibiting a
clear preference for Cu(l). In this work we have studied a fifth MT, MtnE, recently discovered.
The results obtained indicate that MtnE is the isoform with the lowest specificity for Cu(l) among
the set of D.melanogaster MTs, embracing a particular coordination for Zn(ll).

Additionally, the coupling of a chromatographic system (size-exclusion HPLC) with
different detection techniques (UV-Vis, ESI-MS and ICP-MS) was carried out in order to study the
time evolution of some MTs preparations, those rich in sulfide ligands. The results allowed to
observe the growth and compactation of the CdxSy-MT aggregates formed in vivo.

Finally, the thermodynamic parameters related with the Zn(ll) for Cd(ll) replacement
process in various MTs have been determined by means of ITC (Isothermal Titration
Calorimetry). This has allowed to establish a relationship between the calculated values of the
affinity constants of the studied MTs and their metal specificity towards monovalent and

divalent metal ions.
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1. Introduccio

1.1. Metal-lotioneines

Fa més de 50 anys es va descobrir, en el cortex de ronyé de cavall, una proteina petita
associada a Cd(ll) i Zn(ll) i que presentava com a caracteristica principal un elevat contingut en

. . . 1
residus de C|ste|na,”

aixi van anomenar-la metal-lotioneina (MT). Des d’aquell primer
descobriment han estat moltes les metal-lotioneines (MTs) descobertes, aillades i estudiades en
multitud d’organismes.

L'interés creixent, per part del mén cientific, vers aquesta familia de proteines des de la
seva descoberta es reflecteix en la celebracié de 4 reunions cientifiques internacionals

exclusivament dedicades a les MTs.>*%5! Les MTs han estat també el tema principal de diversos

[6, 7, 8] 10]

. . . NI T 9, ; . . . Iy
llibres, capitols d‘enuclopedles,[ numeros especials en revistes de divulgacio

. e 11
C|ent|f|ca,[ ]

aixi com de la redaccié de més de 100 articles de revisidé que inclouen la paraula
" S , e . N

metallothionein" en el titol. Un altre fet rellevant indicatiu de la seva importancia és el fet que
es troben una gran quantitat de seqliencies d'MTs en les bases de dades de proteines més

(21 5n es troben

utilitzades com, per exemple, en la UniprotKB/(Swis-Pro and TrEMBL) databases,
descrites fins a 202 seqiiencies d'MTs pertanyents a 109 organismes. Val a dir que el gran focus
d'atencié s'ha concentrat en les MTs de mamifer i vertebrats, que constitueixen
aproximadament el 30% del total de les MTs descrites. Aquesta gran quantitat d'informacié
disponible per les MTs de mamifers i vertebrats va provocar en la comunitat cientifica la falsa
percepcid de que les caracteristiques d'aquestes eren extensibles a tota la resta, les d'altres
organismes. Un estudi més extensiu d'un ampli ventall de isoformes d'MT ha permés observar

caracteristiques particulars i, per tant, questionar la similitud entre les MTs de mamifer i les

d'altres organismes.
1.1.1. Propietats i caracteristiques

Tota la comunitat cientifica que treballa en el camp de les MTs coincideix en que els
membres d'aquesta superfamilia de metal-loproteines tenen les seglients caracteristiques en
comu:

e Presents en la major part d'organismes vius, tant procariotes com eucariotes. Han

estat identificades tant en organismes unicel-lulars (cianobacteris, llevats, protozous
. . . [13] . . .
i recentment micobacteris*™) com en pluricel-lulars (vertebrats, invertebrats i
plantes).

e Baix pes molecular (3-10 kDa) (30-100 aminoacids).
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e Elevat contingut en residus cisteinics (aprox. 30% del seus aminoacids),
particularitat que els hi confereix una elevada capacitat per coordinar metalls
pesants.

e Agquestes cisteines coordinen ions metal-lics mitjancant enllagos covalents, donant
lloc a clisters metall-tiolat."* **!

e Abséncia d'estructura secundaria en la seva forma apo, és a dir, el cluster metall-
MT és el responsable de la seva estructura tridimensional.

e Elevada estabilitat termica i gran labilitat cinetica.

e Dins un organisme (in vivo) enllacen metalls tant essencials (Zn(ll) i Cu(l)), com
toxics (Cd(Il), Hg(ll), Ag(l) i Pb(II)).[lﬁ’ 1 En canvi, in vitro tenen I’habilitat de
coordinar, a més dels anteriorment citats, una gran varietat d’altres ions metal-lics
com Au(l), Bi(lll), Fe(l1), Ni(ll), Po, Pt(l1) i Tc(1v).2®!

e Baix index de residus hidrofobics (0-3%), histidina i arginina, i I'abséncia, en la
majoria d'MTs, de residus aromatics.!® &

e Motius cisteinics caracteristics: X-Cys-X-Cys-X, X-Cys-Cys-X o X-Cys-Cys-Cys-X, essent

X un aminoacid diferent a la cisteina.

L'alt contingut en residus de cisteina és el tret més caracteristic d'aquestes proteines, ja
que les Cys son les responsables principals de la coordinacid metal-lica, si bé de vegades els
residus d'His també poden coordinar metalls. Aquest enllag metall-proteines és el que els hi
proporciona la seva estructura tridimensional i, en conseqliéncia, determina la seva funcié.
Finalment cal remarcar I'existéncia d'una gran diversitat, tant en longitud com en composicio, de
sequencies d'aminoacids entre les MTs conegudes. Aixo implica una diferenciacié en la seva
capacitat d'enllag, la seva estructura tridimensional i, per tant, les seves funcions biologiques.
D'aqui que sigui imperatiu cercar una estratégia adequada per a classificar i subdividir aquesta

familia que es troba en constant creixent.
1.1.2. Reactivitat i funcions

Després de més de cinc décades des del seu descobriment, i de la publicacié de milers
d'articles dedicats a I'estudi de les MTs, les seves funcions fisiologiques especifiques sén encara
poc conegudes i objecte d'un profund debat dins la comunitat cientifica. Tot i aixi, esta
generalment acceptat el fet que aquestes proteines estan involucrades en diferents processos
biologics depenent dels organismes i/o isoformes considerades.

Val a dir que la majoria de les funcions atribuides a aquesta familia de proteines sén
consegqliencia directa de les seves caracteristiques intrinseques i de la seva reactivitat."® % Aixi

es fa estrictament necessari dotar-nos d'un profund coneixement sobre la reactivitat quimica
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d'aquests sistemes d'MTs perd sempre tenint en compte que no necessariament en tots els
casos aguesta reactivitat quimica informa sobre la seva reactivitat fisiologica. Les
metal-lotioneines formen agregats metall-tiolat que presenten una elevada estabilitat térmica,
pero alhora presenten una gran labilitat cinetica que els permeten un intercanvi metal-lic rapid
amb d’altres prote'fnes.“sl També cal tenir en compte la reactivitat propia dels grups tiolat de les
cisteines, que poden oxidar-se facilment i de manera reversible, formant ponts disulfur, a més de
la seva capacitat de reaccionar amb d’altres espécies electrofiliques i radicalaries.”” Aixi, de

forma general, la reactivitat de les MTs es caracteritza per:m]

- Capacitat d'enllagar i alliberar ions metal-lics: degut a la naturalesa de I'MT com a
lligand polidentat (grups tiolat) presenta una gran afinitat per la majoria dels ions metal:-lics més

tous. Cal destacar que alguns estudis'? 22

suggereixen que, en medis extra i intracel-lulars, gran
part de les moléecules d'MT es troben en la seva forma desmetal-lada (apo-MT) o parcialment
metal-lada, fet que podria propiciar la captacio d'ions metal-lics.

- Bescanvi metal-lic: un cop la proteina es troba en forma metal-lada (principalment amb
Zn(ll) o Cu(l)), els cations poden ser bescanviats, total o parcialment, per uns altres de major
afinitat. Aquest bescanvi es basa en I’afinitat dels ions metal-lics pesants pels lligands tiolat de la
proteina que, d’acord amb la gradacid descrita pel tiolats metal-lics, segueix la série Fe(ll) = Zn(ll)
= Co(ll) < Pb(Il) < Cd(ll) < Cu(l) < Au(l) = Ag(l) < Hg(ll) < Bi(III).[B] Segons aquesta gradacio, les
especies que contenen Zn(ll) inicialment enllagats sdn més reactives, i per tant, tenen més
tendéncia a bescanviar aquests ions metal-lics per uns altres, que els agregats Cu-MT que
presenten un enllag Cu-Sc,s més estable. Aixi, en cas d'intoxicaci6 amb ions metal-lics
xenobiotics, com Cd(ll), Pb(ll) o Hg(ll), aquests serien capacos de desplacar els ions Zn(ll)
inicialment enllagats a MT ja que mostren una major afinitat pels lligands tiolats.

- Transferéncia metal-lica entre proteines i altres biomolécules: aquesta particular
reactivitat engloba la transferencia de metalls entre MTs™ i entre les MTs i altres biomolecules
intra i/o extracel-lulars.?*! Molts dels treballs presents en la literatura es basen en aquesta
reactivitat, treballant a partir de diferents isoformes d'MT de mamifer, considerant-les
basicament com a acceptores o donadores de Zn(ll) i limitant aixi el rol d'aquestes MTs en la
homeostasi del Zn(ll).

- Activitat redox: una amplia gamma d'estudis han proposat que les Zn-MTs sén
molecules amb activitat redox i que, per tant, poden ser oxidades per oxidants cel-lulars suaus,
com el disulfur de glutatié (GSSG) o compostos de seleni, provocant I'alliberament de Zn(ll) i,
com a conseqiiéncia, deixant grups tiolat lliures facilment oxidables (quan totes Cys coordinen

Zn(ll) aquestes estan protegides en front I‘oxidacié).[zs' 26271 pjixi, I'activitat redox de les Zn-MTs

dependria de la quantitat de Zn(ll) que aquestes tenen enllacat, fet que a la vegada esta
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relacionat amb la preséncia d'altres proteines que puguin enllagar Zn(ll). Hi ha nombrosos
estudis sobre el comportament redox de les MTs vers altres agents oxidants més forts que el

GSSG i especies radicalaries (H,0,, NO, OH i 02") sota condicions d'estres!? 27 28

que també
provoquen l|'oxidacié de les Cys. En qualsevol cas, no esta clar si l'alliberament del metall en
aquests processos és la funcid principal de les MTs o tan sols el resultat de I'estrés oxidatiu, si bé,
les evidéncies experimentals deixen clar que les MTs reaccionen en presencia d’oxidants i
especies radicalaries.

L‘'especial i variada reactivitat d'aquestes proteines, implicades en multitud de processos
fisiolbgics,m] evidencia la dificultat d'assignar-les-hi una Unica funcié bioldgica. Considerant que
fora logic associar una série de funcions precises a cadascuna de les MTs trobades en diversos
organismes, en comptes d'intentar assignar una uUnica funcié com es fa amb la majoria de

proteines, aixd no ha estat gens facil degut a la diversitat de reactivitats descrites. A continuacid

es descriuen les principals funcions atribuibles a aquesta familia de metal-loproteines:

o Destoxicacio de metalls toxics. Aquesta correspon a la primera i inicialment més
acceptada funcid atribuida a les MTs i basada en certes evidéencies experimentals
observades: augment de la sensibilitat enfront la contaminacié amb cadmi
d‘organismes modificats geneticament que no poden sintetitzar MT (MT-KO);B% 3% 32
i la capacitat d'induccié que mostren els metalls toxics com Ag(l), Cd(Il) i Hg (1) sobre
els gens que codifiquen aquestes prote'l'nes.[so’ 33, 34,35 381 Encara que soén varies les
raons per a les quals se'ls atribueix aquest comportament, s'ha de tenir present que
la contaminacié per metalls pesants és un fet recent des d'un punt de vista evolutiu i
gue la seqliencia primaria de les MTs és altament conservada entre els diferents
organismes (ancestre comu). Per tant, encara que aquesta sorgis com una funcié
posterior no pot explicar I'existéncia d'aquestes proteines, sind que semblaria més
aviat que aquestes propietats coordinants corresponen a una consequéncia indirecta
del seu elevat contingut en residus coordinants.

e Homeostasi de Zn(ll) i Cu(l).m’ 381 Controlar els nivells de Zn(ll) i Cu(l) en els sistemes
biologics resulta crucial en la majoria d’organismes, per exemple, en mamifers on el
zinc és I'element de transiciéd més abundant després del ferro. Tanmateix, el coure és
un oligoelement menys abundant que el zinc pero indispensable per a la vida, ja que
forma part de molts centres actius en diferents metal-loproteines. Tot i que aquests
ions juguen un paper essencial en el metabolisme, cal tenir en compte que la
concentracié intracel-lular de Zn(ll) i Cu(l) lliures s'ha de mantenir molt baixa degut a
la seva propia reactivitat, i per tant, el control de la seva concentracié és molt

important. S'ha proposat que les MTs, que en condicions fisiologiques normals
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s'aillen enllagant Zn(lIl) i/o Cu(l), poden tenir una funcié important en la regulacié de
Zn(ll) i Cu(l), interactuant amb d'altres proteines per tal de transferir I'i6 metal-lic
enllacat necessari per als diferents processos metabolics.?* *? Actualment, tot i que
no es té gaire informacid sobre els transportadors d'aquests metalls i de les seves
interaccions amb els diferents components intracel-lulars, s’han publicat alguns
estudis que suggereixen la participacio de les MTs en la regulacié de I'absorcié de Zn i

Cu per part de la cel-lula™ i en la seva distribucio, emmagatzematge i alliberament

en diferents condicions fisiolbgiques.[31’ 1,42, 43,44, 45, 46, 47]

Carabines moleculars. Les carabines o xaperones sén aquelles proteines presents en
totes les cél-lules que tenen com a funcié ajudar al plegament d'altres proteines
durant la seva sintesi. S'ha proposat en molts casos que les MTs podrien actuar com a
carabines moleculars en la sintesi d'algunes metal-loproteines i de factors de
transcripcié dependents del metall, actuant com a reservori de zinc, Zn(ll) enllagat als
grups tiolats, i alliberant el metall que podria unir-se a la metal-loproteina en un
procés d'oxidacié dels tiolats de les cisteines formant ponts disulfur (cistina).[4°' %)
Agents antioxidants. El paper de les MTs com agents antioxidants ha estat
ampliament estudiat*® % 5 partir de la demostracié de la preséncia d'MTs en medis
cel-lulars en condicions d’estrés oxidatiu en coexistéencia amb espécies reactives
d'oxigen (ROS) i de nitrogen (RNS) a I'entorn intracel-lular, causades per diferents
factors (lI'exposicid a radiacions varies —UV, raigs-X, etc.-, resultat de reaccions
d'oxidacié-reduccié on intervé |'oxigen aixi com també dins la mitocondria com a
residu de vies metabbliques).m] Diferents treballs han permeés comprovar que el
dany cel-lular per part de les ROS és més important en les cél-lules on s'ha suprimit la
sintesi d'MTs, i aixi s’ha proposat que les MTs podrien participar en el procés
d'eliminacié dels radicals lliures hidroxil, peroxid, o superbxid[27’ 52531 reaccionant-hi
directament i oxidant-se, formant ponts disulfur, o bé cedint ions Zn(ll) o Cu(l) a
enzims antioxidants, com per exemple la superoxid dismutasa (SOD).[54’ 53]

Control metabolic. Alguns estudis han relacionat les MTs amb la regulacié del balang
energetic cel-lular, com el que es presenta en estudis amb organismes on s'ha

suprimit I'expressi6 génica de les seves MTsP®!

provocant una major tendéncia a patir
obesitat.

Paper antiapoptopic i com a agent de proteccié i regeneracié cel-lular. Es rellevant
la contribucié dels estudis que mostren com les MTs podrien estar implicades en
aquestes funcions esmentades. P’ 58 3% 60, 611 Aguestes estan relacionades amb el seu

paper com antioxidants i xaperones, ja que quan estan implicades en certs processos
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biologics poden jugar un paper antiapoptopic i en d'altres com a agents per a la

proteccié cel-lular o participar en la regeneracié cel-lular.

1.1.3. Metodes d'obtencio

El descobriment d'aquestes proteines tant particulars en multitud d'organismes va
despertar un gran interés per estudiar-les i conseqlientment va resultar estrictament necessari
dotar-se de metodologies idonies per a I'obtencié de les MTs en bona qualitat i puresa, en
termes analitics, per a I'estudi de les seves propietats caracteristiques i de les seves funcions.
L'obtencié i purificacié de proteines sempre ha estat una tasca complicada degut a la gran
complexitat de les mostres. En el cas de les MTs, I'obtencié de mostres apropiades per a la seva
caracteritzacid constitueix un repte especial degut a algunes de les seves caracteristiques
intrinseques: I'existencia, de forma habitual, d'un gran polimorfisme dins el mateix organisme;
un patro d'expressié genica complicat; gran quantitat d'agents inductors de la seva sintesi; i la
seva gran habilitat per enllagar una gran varietat d’ions metal-lics.[*?

El fet que en un teixit puguin coexistir diferents isoformes i subisoformes d'MT, amb una
elevada homologia seqiiencial, i que depenent de les condicions utilitzades en la purificacid el
seu contingut metal-lic pugui variar (mostrant inclus la formacié d'una mescla de compostos amb
diferents tipus d'ions metal-lics enllagats, que requeriran una esfera de coordinacid, i per tant,
una estructura tridimensional particular), entre d’altres inconvenients, explica la gran
heterogeneitat que mostren les preparacions natives i que complica enormement |'optimitzacié
del procés de purificacié i separacié de forma acurada de la isoforma d'MT desitjada.

El metode més tradicional i també el més utilitzat per obtenir metal-lotioneines, sobretot
a la decada dels 90, consisteix en induir la seva biosintesi en els éssers vius on es troba I'MT
desitjada de forma nativa i posteriorment procedir a I'aillament i purificacié a partir dels organs
on ha tingut lloc una major produccié de la prote'l'na.m Mitjancant la seva induccid, que pot tenir
lloc a causa d’un gran nombre d'agents (com, per exemple, la preséncia d'ions metal-lics, agents
radicals oxidants, exposicid a radiacié UV o determinades hormones) es poden obtenir les MTs
en forma nativa presents en diferents teixits d'animals o plantes.

S'ha de tenir en compte que quan s'indueix la sintesis d'MTs per preséncia d'un metall,
aquest condiciona/determina I'ié metal-lic coordinat a I'MT en el moment de I'aillament. Per
tant, pot donar-se el cas, que les especies aillades potser no siguin representatives d'un paper
fisiologic real en el sistema biologic en estudi. EI Cd(ll) ha estat uns dels ions metal-lics més
utilitzats amb aquest proposit i, per tant, es recuperen especies Cd-MT. Aixo implica que en el
cas que la finalitat sigui estudiar el comportament d'una MT coordinada a Zn(ll) o Cu(l), sera
indispensable dur a terme un procés d'acidificacié de la Cd-MT aillada per obtenir la forma

demetal-lada (forma apo-MT) i posteriorment reconstituir-la amb Zn(ll) o Cu(l) per obtenir els
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corresponents complexos. El principal problema d’aquesta metodologia es troba en queé els
complexos aixi obtinguts no sempre sén isoestructurals a les formes Zn- o Cu-MT natives.*!

Altres inconvenients d’aquest metode sén: la necessitat de grans quantitats de teixit, un
procés de purificacié llarg, I'obtencié d'MTs en baixa concentracié i baixa puresa, i el fet de no
poder obtenir MTs de tots els organismes desitjats.

En vista de la dificultat d'obtenir les metal-lotioneines de forma nativa, una alternativa
habitual per a I'obtencié de proteines petites i péptids és preparar-les sintéticament, en aquest
cas l'obtencié d'MTs mitjancant la sintesi quimica de les cadenes polipeptidiques sobre un
suport solid ¢! Aguest métode ha estat emprat per a produir principalment la forma apo de

péptids petits, com MTs de fongslsz’ %31 dominis per separat de diverses MTs de mamifer.

[62, 63, 64,
6566, 671 yn avantatge molt important d’aquest procediment és que permet obtenir proteines
mutades, és a dir, dissenyar modificacions en les seqléncies d'MTs desitjades, i aixi tenir la
possibilitat d’avaluar les propietats de la proteina quan es substitueixen determinats aminoacids.
No obstant també compta amb moltes limitacions pel fet de tractar-se d'unes proteines molt
riques en residus de Cys, facilment oxidables durant els procés de sintesi quimica dels péeptids,
requerint la proteccié quimica d’aquests residus per evitar las seva oxidacié, fet que limita tant la
longitud de la cadena com la seva puresa. Aixi, els principals inconvenients d'aquesta
metodologia sén: la limitacié en la longitud de la cadena polipeptidica; que la proteina obtinguda
es trobi en la seva forma apo (demetal-lada), amb la necessitat d'un pas posterior de
reconstitucio in vitro amb el catié metal-lic desitjat; i que la puresa també és forga baixa.[®!

Una bona alternativa a aquests dos métodes és I'obtencié de proteines mitjangant la
técnica de 'ADN recombinant,lsg] gue va apareixer en el camp de les MTs cap els anys 90
provocant una auténtica revolucié en la recerca de les MTs. Aquesta metodologia resulta ser una
eina molt valuosa ja que permet I'obtencid dels complexos metall-MT en grans quantitats, amb
un alt grau de puresa i estructurats en un entorn cel-lular (citoplasma de la cél-lula de produccio)
suposadament de manera similar i equivalent a la produida de forma nativa.’% 772

La técnica consisteix en la utilitzacié de cél-lules bacterianes o de llevat (hoste), d’un grau
de complexitat baix, per sintetitzar proteines (en aquest cas MTs) propies d’altres organismes
(productes heterolegs). Per aconseguir-ho s’introdueix dins I’hoste un plasmidi (seqliéncia d’ADN
circular) que contingui tota la informacio (vector) per a la sintesi de I'MT desitjada (proteina
recombinant): la seqliéncia que codifica la proteina, els senyals de transcripcio i traduccio
adequats, una seqliencia que faci I'hoste immune a un determinat antibiotic (penicilina,

ampicilina, etc.), i la informacid genetica addicional que garanteixi que la molécula de I'ADN que

conté tots aquests elements es mantingui estable dins la cel-lula i es transmeti als descendents

(Fig. 1).
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Fig. 1. Esquema general d'obtencid i purificacié d'una proteina recombinant.

L o]

Mitjancant aquest procediment es poden obtenir MTs amb una elevada concentracié
(~10™* M) i puresa (>95%) en la seva forma metal-lada, evitant les dificultats de les purificacions
de les MTs natives des de |'organisme o els teixits complerts (d’un grau de complexitat molt
superior), i fins i tot permet sintetitzar per separat els diferents dominis constituents d’algunes
MTs aixi com l'obtencié de qualsevol mutant desitjat (mutagénesi dirigida). Aquesta metodologia
permet disposar de diferents seqliencies i fragments d’'una gran varietat d'MTs de diferents

73, 74, 75, 76, 77 . 78 T e N . .
[ a mvertebrats,[ ! facilitant aixi una analisi funcional i

organismes, des de mamifers
estructural de qualsevol MT. Cal ressaltar que aquest procediment permet obtenir aquestes
proteines enllacades a diferents ions metal-lics simplement addicionant al medi de cultiu un
excés del metall desitjat,lsg] una caracteristica que la fa una técnica especialment interessant i
molt adient per a I'estudi de les MTs.

El conjunt d'avantatges que ofereix aquesta técnica ha fet que actualment el metode de
I'ADN recombinant sigui el més utilitzat per a I'obtencié d'MTs i el que s'ha emprat per a obtenir

les MTs estudiades en aquesta Tesi Doctoral.
1.1.4. Caracteristiques estructurals

Es ben conegut que I'estructura de les MTs, el seu plegament tridimensional, es basa en
la coordinacié metal-lica ja que quan les metal-lotioneines es troben sense metall coordinat
(forma apo) presenten essencialment una cadena desordenada (random coil). En preséncia
d’ions metal-lics, gracies a la flexibilitat de la cadena peptidica, els complexos metall-tiolat
formats mostren una disposicié espacial dels atoms de sofre cisteinic coordinants (de vegades

també pels Ny;s) on es satisfan les geometries de coordinacid especifiques dels ions metal-lics
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enllagats (Cd(ll) i Zn(ll) presentarien Unicament coordinacié tetraédrica mentre que Cu(l) pot
mostrar diversos entorns de coordinacid) en una conformacid global de la proteina sense
excessives tensions. En definitiva, I'estructura terciaria de la proteina esta determinada pel
nombre i disposicid dels residus de Cys dins la cadena proteica i per la seva preferéncia
coordinant envers els ions metal-lics. Estudis estructurals mostren com en la majoria de casos
aquesta coordinacié a metalls dona lloc a estructures que presenten un sol domini
(monodominials) o dos dominis independents (bidominials).

Les millors técniques per a caracteritzar I'estructura d’una proteina sén I'espectroscopia
de RMN i la difraccié de raigs X, amb les que en molts casos es pot determinar la distancia
d’enlla¢ metall-sofre i les geometries de coordinacié metal-liques. Tot i aixi, val a dir que
aquestes técniques presenten també alguns problemes intrinsecs. Pel que fa a la difraccié de
raigs X, el principal problema es troba en la dificultat d’obtenir mostres cristal-lines.
L’espectroscopia de RMN, en canvi, requereix grans quantitats de proteina, de les quals no
sempre es disposa, i en moltes ocasions la flexibilitat de les cadenes peptidiques i la labilitat dels
ions metal-lics impedeixen la seva completa determinacié estructural. Addicionalment, els
metalls fisiologicament enllagats a les MTs (Zn i Cu) no tenen cap isotop actiu en RMN, cosa que
impedeix la determinacio de les connectivitats metall-cisteina. Degut a aquestes dificultats, sén
molt poques les estructures tridimensionals d'MTs que fins al moment s’han pogut resoldre amb

tecniques de ressonancia magnética multinuclear (RMN) o per difraccié de raigs X (Taula 1).

Organisme Complex metall-MT Técnica
Huma, rata i conill Cd;-MT2 RMN
Rata CdsZn,-MT2 DRX
Mamifer
Ratoli Cd,-MT1 RMN
Ratoli i huma Cd;-MT3 RMN
Peix (N.coriiceps) Cd,-MT RMN
Crustaci C.sap f'dus Cde-MT1 RMN
H.americanus
Equinoderm (S.purpuratus) Cd,-MTA RMN
Cug-Cupl DRX
Llevat (S.cerevisiae) Cus-Cupl RMN
Ag;-Cupl RMN
Fong (N.crassa) Cug-NcMT RMN
Cianobacteri (S.elongatus) Zns-SmtA RMN
Planta (T.aestivum) Zns-Be-Ec-1 RMN

Taula 1. Complexos metall-MT d'estructura tridimensional inclosa en la Protein Data Bank (PDB). En la taula les sigles
RMN corresponen a ressonancia magnética nuclear i DRX a difraccié de raigs X.
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Endinsant-nos una mica més en l'analisi de les estructures 3D d'MTs fins al moment
resoltes i més properes a aquest treball s'observa que, tret de la proteina SmtA de cianobacteri
que presenta un unic domini,"” tots els complexos metall-MT dels cations metal-lics divalents
Zn(ll) i Cd(Il) formen una estructura dividida en dos dominis, cadascun amb un cltdster metall-
tiolat.

Les MTs de mamifer, les més estudiades i de les que es té més informacio, presenten al
voltant de 60 aa i donen lloc generalment a la formacié d'espécies d’estequiometria M;-MT quan
enllacen cadmi o zinc (M = Cd, Zn) (Fig. 2), en la que els metalls es disposen en dos cluisters
metall-tiolat anomenats o (alfa) i B (beta)lls]. El seu domini N-terminal, B, esta format per 3 ions
divalents enllacats tetraedricament a 9 tiolats cisteinics, (M3-SCysg), i el seu domini C terminal, a,
forma un cldster amb 4 ions divalents també coordinats tetraédricament a 11 residus de
cisteina, (M4-SCys;;). Com es pot observar en la Fig. 2 i Fig. 3, el domini B presenta 3 S¢ys pontals i
6 de terminals, formant aixi un anell de sis membres, a diferéncia del domini a on s'observa la
fusid de dos anells de sis membres com els anteriors, compartint dos enllagos en una estructura

on existeixen 5 Scs pontals i 6 terminals.

Domini a Domini
Cluster A Cluster B

I
® -
s
@
2

. F.I__:I.-'|

& petal amb coordinacid lelrasdnca
Fig. 2. Representacio de I'estructura tridimensional dels clusters metal-lics dels dos dominis de Cd,-MT2 determinada
per RMN de ™3cd i *H i per difraccid de raigs X. La numeracié correspon a la localitzacié de les cisteines en la
seqliencia de 62 aminoacids de I'MT2 de fetge de ratoli.l*®!

Enlisg M-Spani

— Enllag M-Seaming
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Fig. 3. Estructura tridimensional de I'MT d'huma Cd;-MT2 mostrant A) el domini B tancant el clister Cd;(SCys)s, B) el
domini a amb el cluster Cd,(SCys)1; (entrades del PDB 2mhu and 1mhu, respectivament); on els ions de Cd(ll) es
mostren com esferes, els residus de Cys com a pals i els enllagos de S-Cd com a linies negres solides 121 C) Estructura
tridimensional de la proteina sencera CdsZn,-MT2 (els ions Zn(ll) es mostren com esferes grises).

Pel que respecta a les MTs de crustaci, basicament crancs i llagostes, mostren una
longitud similar a les isoformes de mamifer amb 58-59 aa. L'estructura tridimensional de
I’'especie Cdg-MT (corresponent al cranc C.sapidus i la llagosta H.americanus), resolta per RMN
de 3Cd, mostra I'existéncia de dos dominis amb la mateixa estequiometria metall-tiolat que el
domini B de I'MT de mamifer (M3—SCy59).[16]

Recentment (Taula 1), s'ha descrit per primera vegada |'estructura tridimensional de
['Unic cluster metal:-lic present en I'MT de cianobacteri, Zns-SmtA. En aquest cluster de tipus o de
mamifer, participen en la coordinacio 2 residus d'His, en les posicions que ocuparien dos residus
de Cys, formant un clister metal-lic del tipus M4(Scys)g(NHis)2.[79’ 80) Aquesta isoforma d'MT té a
més la particularitat de ser extremadament inert al desplagament del Zn(ll) inicialment enllagat
per Cd(ll). Aquesta observacio ha fet plausible proposar una estreta relacié entre aquesta MT i
les proteines conegudes com a dits de Zn (Zn fingers).[79]

Tot i que hi ha forca dades referents a la coordinacio de les MTs a Cu(l) en vertebrats,
invertebrats i eucariotes, al mateix temps existeix una gran manca d'informacié referent a les
estructures d'aquests complexos Cu-MT. L’estructura més estudiada i I'Unica completament
resolta tridimensionalment fins al moment correspon a la Cupl del llevat Saccharomyces
cerevisige. L'altra estructura pertany al fong N.crassa (NcMT), on desafortunadament les

N[81]

mesures de RM només han permés determinar |'estructura tridimensional de la cadena
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polipeptidica del cluster Cug-NcMT, que és consistent amb la preséncia d'un Unic domini.®? per
altra banda, el complex de Cu de la isoforma Cupl (de 53 aa, dels quals 12 sén Cys i 1 His) s'ha
aconseguit resoldre tant per raigs X®3 com per RMN.B 81 | 'estructura del complex Cu;-Cupl va

109Ag a partir de I'especie Ag;-Cupl (a causa de la

ser determinada mitjancant RMN de 'H i
inexisténcia d’isotops de coure actius en RMN) aprofitant la suposada isoestructuralitat de les
formes Cu-Cupl i Ag-Cupl. Posteriorment, |'estudi estructural de la mateixa mitjancant difraccio
de raigs X®1 va permetre observar I'existéncia de 8 Cu coordinats a la proteina. Com es pot
veure en la Fig. 4 el clister Cug-Cupl resolt conté els ions Cu(l) enllagats a través de 10 de les
seves 12 Cys, on cada residu uneix de 2 a 3 ions de Cu(l), sense ser cap d'ells un residu de Scys
terminal. Finalment, I'analisi estructural dels complexos Cu-MT ha permeés determinar que en les
MTs la coordinacié a Cu(l) es produeix a través de dos (geometria lineal) o tres (trigonal plana)
lligands cisteinics.*® * 9 ca| remarcar la impossibilitat de les MTs per enllagar Cu(ll), sempre
[86]

enllacen Cu en estat d'oxidacié +1, ja que el Cu(ll) oxida els residus de cisteina a cistina

formant ponts disulfur i reduint-se a Cu(l).

Fig. 4. Estructura 3D de la Cug-Cupl de S.cerevisiae, mostrant el clister de Cug(SCys)yo (entrada en PDN 1rju). Els Cu(l)
es mostren com esferes, els residus de cisteina com a pals i els enllagos S-Cu com a linees solides.

Una alternativa a la RMN i la difracci6 de raigs X es troba en les tecniques
espectroscopiques d’absorcié UV-visible, dicroisme circular, dicroisme circular magnétic i
d’emissié, generalment utilitzades en la caracteritzacié i estudi de les MTs. Aquestes permeten
observar algunes caracteristiques estructurals de la proteina i de I'enllag metall-proteina,
proporcionant informacidé sobre I'estequiometria dels complexos metall-MT formats."®! Un
avantatge important a I’hora d’utilitzar aquestes técniques en I'estudi de les MTs és I'abséncia,
en la majoria d'MTs, de residus aromatics. Aixi en el cas de mesurar la forma holo-MT totes les
absorcions detectades en la regié de 240-800 nm correspondran Unicament als cromofors
metall-MT mentre que els cromofors de la forma apo-MT només absorbiran per sota de 220 nm.

Un fet ampliament acceptat per la comunitat cientifica és que els principals responsables
de I'elevada capacitat de les MTs per enllacar diferents ions metal-lics sén els residus de cisteina,

presents en un major ratio en les MTs que en qualsevol altre tipus de proteines, i en alguns casos
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també pels residus d'His. D'aquesta manera, els residus de Cys i His normalment proporcionen
els atoms donadors de sofre i nitrogen que els ions metal-lics requereixen per satisfer els seus
entorns de coordinacid. De tota manera, es poden trobar a la literatura diversos exemples que
demostren la presencia de lligands no proteics coordinant a les metal-lotioneines. L'estudi d'un
ampli nombre de metal-lotioneines ha fet possible, en alguns casos, observar i analitzar la

[88, 89]

participacié d'anions clorur® i sulfur com a lligands en els agregats metall-MT. Ambdds

casos han estat descrits pel grup de recerca on s’emmarca aquesta Tesi Doctoral.

1.1.4.1. Anions clorur

Els exemples disponibles de la participacio dels ions clorur com a lligands addicionals en
els complexos metall-MT sdn escasos pero, tot i aixi, esta ampliament acceptada la contribucio
d'aquests lligands no proteics en l'estructura i estabilitat de les espéecies metall-MT. Aquesta
contribucid es va proposar per primera vegada quan s'estudiava la interaccio de les

P, [44]

metal-lotioneines amb I'AT concretament en la Cd;-MT2 on els anions clorur enllagaven

residus de lisina. Posteriorment, en estudis realitzats per aquest grup de recerca, es va proposar
també la participacié dels ions clorur en MtnB de la D.melanogaster®™ aixi com per MT4"!
recombinant de ratoli. En aquests casos es van observar unes absorcions caracteristiques de DC i
UV-Vis a aproximadament 240 nm. Amb la finalitat d'aclarir si aquesta contribucié diferia
substancialment depenent de I'MT i dels ions metal-lics involucrats, per l'abséncia d'una
correlacié entre la contribucid dels lligands inorganics i les corresponents dades
espectroscopiques (DC, UV, Raman), i finalment per aportar llum al possible rol dels ions clorur
en els clusters metal-lics de les MTs, aquest grup de recerca va presentar un treball on
s’analitzava la influéncia dels anions CI" en els complexos Zn- i Cd-MT de les isoformes MT1 i MT4
de mamifer. Es van dur a terme produccions recombinants d'MT1 i MT4 de ratoli en medis
suplementats amb Cd(ll) i Zn(ll), aixi com experiments in vitro de desplagament de zn"/cd" en

N . . N . . 87
presencia i abséncia d'ions clorur.®”

Els resultats obtinguts confirmen les evidéencies
espectroscopiques (absorcié a ca. 240 nm) per la participacié dels anions clorur com a lligands
addicionals, suggerint que aquesta contribucié depén de cada MT particular, i que aquesta

estaria associada principalment a I'enllag a MT1.

1.1.4.2. Anions sulfur

La participacié dels anions sulfur (S*) com a lligands addicionals es va determinar per
primer cop en els agregats metal-lics d'uns péptids anomenats fitoquelatines (PCs).[gz’ %, 941 | s
fitoquelatines,[m] també anomenades cadistines, sén uns peéptids d'origen enzimatic i de

formula general (y-Glu-Cys).Gly presents normalment en plantes, algues i fongs, i estretament
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relacionats amb les MTs. Inicialment van ser considerades i classificades com a metal-lotioneines
dins la Classe Il (Apartat 1.1.5.), principalment perque comparteixen la particularitat de ser
riques en residus de cisteina que també utilitzen per coordinar diferents ions metal-lics.
Posteriorment, s'ha demostrat que, a més a més dels residus de Cys, utilitzen anions sulfur acid-
labils com a lligands addicionals per a la coordinacié del Cd(ll). Les PCs s'aillen formant
nanoclusters CdS-Ec denominats crystal/iteslgs] en les que el recobriment proteic embolcalla un
microcristall de sulfur metal-lic (Fig. 5). Un fet rellevant que reforca la idea del paper
destoxicador enfront metalls toxics que s'atribueix a aquests peéptids, és I'existéncia d'un
increment de la seva sintesi quan |'organisme es troba en presencia de metalls pesants.[%] Fins al
moment, totes les dades aportades feien pensar que el mecanisme de destoxicacid que seguien
les MTs i les PCs eren diferents pero a la llum dels recents descobriments hi ha base per obrir i

ampliar aquest debat.

Fig. 5. Representacid dels agregats metall-PC on la proteina recobreix els microcristalls de CdS (crystallites), els quals
s'uneixen a la PC mitjangant enllagos Cd-Sc,s (extret de Winge et al.lgs]).

Els primers indicis sobre la possible participacié de lligands sulfur addicionals en els
complexos metall-MT provenen de les evidéncies experimentals recollides en la biosintesi de la
isoforma QsMT de Q.suber.®” Tot i aixi, no va ser fins I'any 2005 on, a partir d'un estudi metodic
i extens dut a terme pel grup de recerca on s'emmarca aquesta Tesi Doctoral mitjancant DC, UV-
Vis i ESI-MS, que s'aconsegueix descriure la preséncia d'aquests lligands sulfur (5°) com a tercer
component (no proteic) dels clusters metall-MT en diverses bioproduccions d'MTs produides en
E.col® en medis rics en Zn i Cd. Aixi, es va observar la preséncia en major proporcio i
importancia d'aquests lligands sulfur en les bioproduccions Cd-MT, coexistint especies que
contenen anions sulfur, My-S,-MT, amb les espécies esperades sense Iligands sulfur, M,-MT. El
fet de que mai abans cap altre grup de recerca hagués estat capac¢ de detectar la preséncia
d'aquests lligands sulfur en les MTs va portar una gran controveérsia i va fer que es dubtés de la
fiabilitat dels resultats. Conseqlientment, va dissenyar un estudi per tal de poder demostrar la
presencia d'aquests lligands no proteics addicionals també en mostres d'MTs natives.

Concretament, es van purificar els complexos metall-S-Cupl del seu organisme original el llevat

Saccharomyces cerevisiae. A la llum d'aquests resultats es va poder afirmar que havien estat els
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protocols de purificacid de mostres natives tant estrictes, sense mencionar cap tipus de
tractament acid, els causants de que no s'hagués descobert |la preséncia de lligands sulfur fins a
I'aplicacié de la metodologia de la sintesi de I'ADN recombinant en el camp de les MTs.

La presencia de lligands sulfur tant en les formes natives com recombinants dels
complexos metall-MT obre un nou mén de possibilitats. Actualment, altres grups de recerca han
especulat amb la relacié de I'augment de la capacitat de les MTs per segrestar ions Cd(ll) en
funcié de la quantitat de s* present en solucié.”® % Altres grups directament han aprofitat
aquesta propietat de les MTs de formar clisters metall-S> com a métode per a la biosintesis in
vivo de nanoparticules metal-liques mitjancant la seva sintesi recombinant en E.coli."® ¥ En el
cas d'aquest grup de recerca, el coneixement aportat per la sintesi recombinant de multitud
d'MTs diferents i el seu estudi a través de les técniques de DC, UV i ESI-MS ha permés
determinar les principals caracteristiques i evidéncies experimentals de la seva preséncia en
diverses mostres. En aquest ambit, ha estat clau poder relacionar I'existéncia d'aquests lligands
sulfur en les bioproduccions recombinants en medis de cultiu rics en metalls divalents
(especialment en presencia del metall toxic Cd(ll)) en aquelles MTs que presenten baixa
preferéncia metal-lica pels ions divalents, i en major mesura per I'id6 metal-lic Cu(l). Encara
gueden moltes incognites per descobrir com la influéncia que pot tenir la presencia dels lligands
sulfur amb la seva capacitat de captar ions Cd(ll), la seva relacié6 amb una possible funcié de
destoxicacio del metall pesant Cd(ll) i inclus la definicié de les particularitats de I'evolucié al llarg
del temps que mostren les espéecies CdS-MT in vivo. Per tant, la preséncia de lligands sulfur va
esdevenir una variable més a tenir en compte en I'estudi de les MTs recombinants. Dins aquesta
Tesi doctoral s'analitzaran alguns d'aquests aspectes per aportar dades rellevants que permetin

resoldre o aclarir algunes d'aquestes qliestions.

1.1.5. Classificacio

La forma habitual de classificar les proteines és en base a la seva funcionalitat (proteases,
oxigenases, reductases, etc.). Encara que a les MTs se'ls hi han atribuit algunes funcions
concretes, i en general més d'una, és un problema classificar-les de la manera tradicional ja que
encara avui en dia és dificil coneixer la seva funcié fisiologica principal. Llavors, no és dificil
entendre perque les primeres classificacions proposades es basaven en les seves homologies
seqliencials i caracteristiques estructurals.

Aixi, la primera classificaci6 d'MTs proposada es basava en la similitud de la seva
sequéncia d’aminoacids amb la de la primera MT descoberta, I'MT de cavall. Aixi quedaven

dividides en 3 grans grups:*®% 1%
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Classe I: MTs on els residus cisteinics estan localitzats en posicions analogues (alineables)
a I'MT de cavall. En la classe | s'inclouen una gran varietat d'MTs, de mamifer perd també
d'altres families, vertebrats i alguns d'invertebrats, i totes relacionades per una estructura

primaria similar i constituides per dos dominis independents.

Classe ll: s’inclouen en aquest grup totes aquelles MTs que tenen residus cisteinics
localitzats en posicions diferents (no alineables) als de I'MT equina, constituint un grup amb una
gran heterogeneitat de seqliencies. S’han aillat de fongs, plantes, invertebrats i d’alguns bacteris.

Moltes tenen la particularitat de presentar un unic domini (monodominials).

Classe llI: tenen totes un origen enzimatic (biosintetitzades enzimaticament) i per tant,
no es sintetitzen a partir d’ARN missatger com les de les classes | i Il. Habitualment es troben en
plantes, algues i alguns fongs. La classe Il recopila els polipéptids atipics que contenen unitats —

v-(Glu-Cys) i que habitualment s’anomenen fitoquelatines o cadistines (veure Apartat 1.1.4.2.).

L'any 1997 (en el Congrés Internacional sobre MTs, Metallothionein V) sorgeix una
proposta de classificacio que diferencia les MTs segons relacions filogéniques i criteris
seqiencials. D’aquesta manera queden dividides en families, subfamilies, subgrups, isoformes i

. 104
subisoformes.[*®!

Com s'ha indicat abans, cap d’aquestes dues classificacions té en compte la funcionalitat
de les MTs. L'estudi sistematic i extens d'una gran varietat de noves MTs, més enlla de les
dominants MT1 i MT2 de mamifer i Cupl de llevat si mitjancant la implementacié d'un métode
unificat per obtenir les MTs i estudiar les seves caracteristiques d'enlla¢ metal-lic, dut a terme
per aquest grup de recerca, ha permés proposar una classificacié complementaria i per primera
vegada amb criteris funcionals per aquesta familia de metal-loproteines. Es coneix que els ions
metal-lics Zn(ll) i Cu(l) sén els que es troben fisiologicament enllacant a les MTs en els
organismes vius, i que a més tots dos mostren preferéncies d'enllag diferents. Aixi, els diferents
entorns de coordinacié del Zn(ll) i Cu(l) conduiran, inclds amb el mateix lligand (mateixa MT), a la
proteina a adoptar una conformacié particular donant lloc, per tant, a complexos metall-MT amb
estructures especifiques. La proposta surt del suposit de que, per la relacié estructura-funcid,
sigui 'estructura la que determini la seva funcid. Aixi, depenent de I'id metal-lic que enllaci cal
esperar estructures especifiques i per tant funcions caracterl'stiques.[”’ 1051 | 3 base d'aquesta
nova classificacié son les preferencies de les MTs per enllagar Zn i Cu in vivo distingint entre dues

families d'MTs:
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- Zn-tioneines: aquestes, en medis rics en Zn, només enllacen Zn(ll) generant espécies
homometal-liques, Zn-MT. En canvi, en medis rics en Cu donen lloc a espécies
heterometal-liques, que contenen Zn(ll) i Cu(l) (Zn,Cu-MT).

- Cu-tioneines: son aquelles que en medis rics en Cu donen lloc a espécies
homometal-liques Cu-MT i, per tant, no requereixen Zn per assolir un bon grau

d’estructuracio.

Aquesta proposta inicial que dividia les MTs en dos grans grups, en els extrems de Zn- i
Cu-tioneines, va ser adequada i s'adaptava bé fins que noves aportacions en I'estudi d'un
nombre important d'MTs van forcar a replantejar-la i actualitzar-la. Les principals observacions
fetes en relacio a I'existencia de lligands sulfur acid-labils en algunes bioproduccions en medis de
cultiu rics Zn(ll) i, principalment en cd(N),®® robservacié de la influéncia del grau d’oxigenacié
dels medis de cultiu d'E.coli amb la naturalesa homo- o heterometal-lica dels complexos Cu-MT

biosintetitzats,[m]

aixi com algunes particularitats de I'enllag metal-lic que es desprenen dels
estudis in vitro, van evidenciar I'existéncia d’un gran nombre de proteines que no presentaven
propietats clares de Zn- ni de Cu-tioneines i en conseqiiéncia, de dificil classificacié. El conjunt de
dades obtingudes suggereixen I'existéncia d’una gradacié de les propietats coordinants de les
MTs que permet ordenar-les entre aquests dos extrems, les Zn-tioneines genuines i les Cu-
tioneines estrictes.’> 171 Aquests dos extrems convergeixen en una classe central d'MTs que

presenten unes caracteristiques intermedies (Fig. 6).
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Fig. 6. Representacio esquematica de la gradacié de les MTs vers el seu caracter de Zn- o Cu-tioneina.

Per tal d'establir aquesta gradacié s'han considerat els seglients factors:['*®

1) Presencia o abséncia de Zn(ll) en els complexos metall-MT biosintetitzats en medis
enriquits en Cu(ll) (sota diferents graus d'oxigenacio dels cultius d'E.coli).

2) Preséncia o abséncia de lligands sulfur en les formes Cd-MT obtingudes in vivo.

3) Preséncia o abséncia de Zn(ll) en les formes Cd-MT biosintetitzades.

4) Grau de reticéncia a l'intercanvi Zn/Cd in vitro de les Zn-MTs obtingudes in vivo.

5) Nombre d'equivalents de Cu(l) necessaris (en relacié amb el nombre de Cys) per tal

de reproduir in vitro les espécies Cu-MT obtingudes in vivo.
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Les propietats de les Zn- i Cu-tioneines genuines, les qual sén completament oposades,

es presenten en la seglient taula (Taula 2) i esquema (Fig. 7):

Zn-tioneines genuines Cu-tioneines genuines

Es sintetitzen com a mescla d'espécies quan sén
bioproduides en medis enriquits en medis rics en
metalls divalents, Zn(ll) i Cd(lI)

En les bioproduccions en medis enriquits en
Zn(I1) i Cd(I1) es sintetitzen com a Unica espécie

Contenen Zn(ll) en ser bioproduides en medis Contenen lligands de S* en ser produides en
enriquits en Cd(ll) medis enriquits en Cd(Il)

No mostren cap reticéncia a l'intercanvi de

Reticéncia a l'intercanvi zn"/cd" in vitro L
/ zn"/cd" in vitro

Formacio d'espeécies heterometal-liques en les
bioproduccions en medis rics en Cu(ll),
independentment del grau d'oxigenacio del
cultiu

S'obtenen com a espéecies homometal-liques en
ser bioproduides en medis enriquits en Cu(ll),
independentment del grau d'oxigenacio del cultiu

Taula 2. Comparacio de les propietats de les Zn-tioneines i les Cu-tioneines genuines.
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Fig. 7. Representacid esquematica de les dades experimentals i procés deductiu seguit per a classificar les MTs
estudiades segons el seu caracter de Zn- o Cu-tioneines (extre de O.Palacios et a/.[n]).

La caracteristica principal de les Zn-tioneines genuines és la formacié d’una Unica espécie
Zn-MT amb un grau d'estructuracid elevat en la seva biosintesis en medis enriquits en Zn(ll).
Agquests ions Zn(ll) presenten resisténcia a ser desplagats tant in vivo (bioproduccions de Cd-MT,
on de vegades es pot observar la preséncia de complexos heterometal-lics Zn,Cd-MT) com in

vitro (reticéncia a intercanviar completament el Zn(ll) pel Cd(ll)). En canvi, les Cu-tioneines
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genuines, presenten la particularitat de formar una mescla d’espécies M-MT quan es
biosintetitzen en medis de cultiu d’E.coli suplementats en Cd(Il) o Zn(ll). Addicionalment, ha
estat determinant per a aquesta classificacié la descoberta de la presencia de lligands sulfur
addicionals en les bioproduccions dels complexos Cd-MT de diverses MTs. En concret, s’ha pogut
establir la relacid entre I'existéncia d’aquests lligands sulfur amb un major caracter de Cu-
tioneina de la proteina. S'ha comprovat que la quantitat de lligands sulfur és proporcional al
caracter de Cu-tioneina d'una determinada MT i que aquests es troben completament absents
en els complexos formats per les Zn-tioneines genuines. Aquestes observacions indiquen que les
MTs amb un elevat caracter de Zn-tioneina no requeririen lligands addicionals per a coordinar
ions divalents, mentre que les Cu-tioneines, especialment dissenyades per a coordinar ions
monovalents, en ser obligades a coordinar metalls divalents, i especialment Cd(ll), fan Us dels
lligands sulfur per estabilitzar els seus complexos metal-lics.

Els estudis in vivo i in vitro de coordinacié del Cu(l) a les MTs també varen aportar
evidencies clares per a la seva classificacié. Les Zn-tioneines genuines es caracteritzen per
I’obtencié de complexos heterometal-lics Zn,Cu-MT en ser biosintetitzades en medis de enriquits
en Cu(ll), independentment del grau d'oxigenacio dels cultius, suggerint un possible paper del
Zn(ll) per al correcte plegament de la proteina quan coordina ions Cu(l) in vivo. Per altra banda,
les Cu-tioneines genuines donen lloc sota qualsevol grau d'oxigenacid a espécies
homometal-liques de Cu(l). Finalment, es va estudiar la influéncia del nimero d’equivalents de
Cu(l) necessaris per reproduir les especies Cu-MT biosintetitzades en condicions normals
d'oxigenacié (n2 Cys/eq de Cu(l)) en relacié al seu caracter de Cu- i Zn-tioneines. S'ha pogut
observar que aquelles isoformes classificades com a Zn-tioneines genuines requereixen unes
ratios Cys/Cu(l) majors que les Cu-tioneines. Aquesta observacié estaria d'acord amb la hipotesi
de que dins les cel-lules les metal-lotioneines es produirien exclusivament com a complexos Zn-
MT i que, posteriorment, aquest metall seria substituit per Cu(l) tot depenent de les necessitats
de la cél-lula. Aixi, en el cas de les Cu-tioneines, en que tot el Zn(ll) és substituit per Cu(l), la
quantitat de Cu(l) necessaria per efectuar aquesta substitucié sera més gran que en el cas de les
Zn-tioneines on la substitucié només és parcial.

Una vegada definida aquesta nova proposta de classificacidé de les MTs resulta
interessant relacionar les seves diferents capacitats de coordinacid metal-lica i les seves
possibles funcions fisiologiques. Aquest és el cas de la isoforma Cupl de llevat, classificada com
I'MT amb el caracter de Cu-tioneina més extrem coneguda fins al moment, que déna lloc a
especies homometal-liques de Cu altament especifiques, en plena concordanca amb les
observacions fetes a nivell d'induccié de I'MT nativa, ja que aquesta Unicament es sintetitza en
llevat com a resposta a un excés de Cu o Ag.[m] En canvi, aquelles MTs que han estat definides

com a Zn-tioneines extremes, les isoformes CeMT1 (nematode) i MeMT (musclo), es sintetitzen
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de forma nativa a nivells basals indicant una major preferencia pels ions Zn(ll). Finalment també
es pot trobar una estreta relacio fisiologica i la coordinacié metal-lica observada en aquelles MTs
definides com a formes intermeédies entre les Zn- i Cu-tioneines genuines. Es el cas de la
ckMTH®! ge pollastres o la Crs5M%! de llevat situades al mig de la gradacio, i per a les que s'ha
atribuit una possible participacid tant en el metabolisme del Cu(l) com en el del Zn(ll). Aixi,
aquesta bona correlacié entre |'estudi i classificacid de les MTs de forma gradual entre Zn- i Cu-
tioneines i les possibles funcions o evidencies de comportament fisiologic que presenten en els
organismes vius reforca la idoneitat de I'aplicacié de la classificacid proposada per aquestes

metal-loproteines i, alhora, la confirmacié de la seva base funcional.

1.2. Les metal-lotioneines en els organismes vius

L'analisi de la bibliografia sobre les MTs posa de manifest la gran hegemonia i el gran
focus d'atencié que s'ha posat en l'estudi de les metal-lotioneines de mamifers, fongs i
darrerament també plantes, tot i que les MTs es troben presents en practicament la totalitat
d'organismes vius, coneixent-se més de 250 metal-loproteines procedents del regne animal,
vegetal i procariota.[no] De fet les més estudiades i conegudes, MT1 i MT2 (mamifer) i la Cupl
(llevat), només representen una petita porcié dels organismes vius on els peptids d'MT han estat
identificats. La gran diversitat i heterogeneitat de les seqliencies existents aboca
irremeiablement a la comunitat cientifica a profunditzar en l'estudi dels péptids presents en
altres organismes.

En els mamifers s'han identificat 4 gens codificants d'MT per les isoformes MT1, MT2,
MT3 i MT4, i en algun cas inclis poden presentar subisoformes. Mostren una gran similitud
sequiencial, en concret contenen 20 residus de Cys en posicions completament conservades. Es
rellevant remarcar les diferéncies detectades en els seus patrons d'expressio, on MT1 i MT2 es
sintetitzen constitutivament i de forma ubiqua, I'MT3 es sintetitza en el sistema nervids central i
MT4 en |'epiteli escamods estratificat."* 112

Les MTs d'invertebrats han estat relativament molt menys estudiades des d'un punt de
vista quimic o estructural que les anteriors. La majoria d'estudis han estat enfocats en I'analisi
del seu potencial Us com a biomarcadors de contaminacid, obviant molt més altres aspectes
d'agquestes proteines i on globalment existeix una gran manca d'informacié. El fet que aquestes
MTs provinguin d'un conjunt molt extens d'organismes amb gran diversitat provoca que el
constitueixin un nombre molt gran de péptids amb molta heterogeneitat seqliencial i amb

poqgues caracteristiques comunes. Els sistemes d'MTs més coneguts en aquesta familia sén els

. 113 . [114, 115,116 . 117 118, 119] . 119, 120, 121
d'msectes,[ ]crustaus,[ ]equmoderm,[ " mol-luscs! Ii nematodes.! !

D'aquesta manera, el treball de Tesi Doctoral que es presenta té el seu focus principal en

la determinacidé de l'especificitat metal-lica de les isoformes d'MT presents en diferents grups
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d'organismes que es consideren d'alguna manera "models". Com es presentara més endavant, es
centra en 3 grans grups. El més important i el que tindra més representativitat en la Tesi és el cas
dels mol-luscs. En concret, els gastropodes terrestres amb les isoformes d'MT dels cargols Helix
pomatia i Cornu aspersum i aixi com el dels gastropodes marins amb la Unica isoforma d'MT
present en el barretet mari Megathura crenulata. Concretament, el sistema dels cargols
terrestres és molt particular i interessant ja que presenta polimorfisme en la formacié de les
diferents isoformes d'MT, amb una extremada homologia entre elles perdo que a la vegada
semblen presentar unes preferencies d'enlla¢ a metall diametralment oposades (Cd-MT i Cu-
MTs). Gracies al fet que aquestes mostren una elevada similitud és possible fer una cerca dels
factors que determinen aquesta especialitzacié metal-lica.

L'estudi de les propietats coordinants de les metal-lotioneines enfront diferents ions
metal-lics es va fer extensiu a altres organismes com sén la mosca Drosophila melanogaster, a
través de la caracteritzacié d'una cinquena isoforma d'MT aillada recentment, i a les dues
isoformes d'MT de Brianchostoma floridae, organisme del tipus amfiox de la familia dels
cefalocordats. El cas de la mosca D.melanogaster es presenta com un organisme model
inqlestionable dins dels invertebrats. Té la particularitat de ser I'Unic que presenta un
polimorfisme d'MTs que mostren, de manera extrema, una gran preferéncia metal-lica pel i6
Cu(l). Finalment, I'organisme amfiox té una gran rellevancia com a model en estudis evolutius,

pero sorprenentment no hi ha cap informacié sobre el seu sistema d'MTs.

1.2.1. MTs de mol-luscs

Els mol-luscs comprenen una amplia varietat d'espécies amb gran importancia des d'un
punt de vista economic, médic i mediambiental. Taxondomicament dins d'aquest filum s'inclouen
gastropodes, bivalvs i cefalopodes, entre d'altres.™™ Una particularitat molt especial de les
diferents espécies de mol-luscs és la d'haver esdevingut capaces d'adaptar-se a practicament a
tots els habitats de la terra.?? Dins d'aquesta familia s'han donat situacions diferents i variades.
Mentre els bivals i cefalopodes, entre d'altres, s'han propagat de forma predominant en el medi

mari, certs llinatges de gastropodes han conquerit els habitats terrestres.!*? 124

[30] essent

Es coneix que les MTs es troben involucrades en multitud de processos,
especifics a cadascun dels grups d'organismes considerats i depenent de les seves necessitats
fisiologiques concretes. En particular I'extraordinaria multiplicitat i diversitat de les isoformes
d'MT al llarg de cadascuna de les branques de l'arbre de la vida, i especialment en els
invertebrats, pot estar relacionada amb la seva habilitat per adaptar-se i ser util per una gran

125 .. . .z .
[125] representant aixi un exemple interessant d'adaptacié tot evolucionant a

varietat de funcions,
nivell molecular. D'aquesta manera, els requeriments mediambientals especifics experimentats

per aquells organismes que han conquistat i per tant, que han hagut d'adaptar-se tot
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evolucionant a nous habitats, podrien explicar I'aparicié de multiplicitat d'isoformes d'MT. En el
cas de les metal-lotioneines, existeix una variabilitat moderada a través de la distancia
filogenetica dels organismes que pot reflectir una funcionalitat conservada. Per altra banda, és
cert que l'aparicié de noves isoformes d'MT ha tingut lloc amb la preservacié de les posicions
d'aquells aminoacids que sén essencials per a la formacio i I'estabilitat de I'arquitectura dels
clusters metal-lics.®!

Un exemple perfecte d'aquesta adaptacid i del polimorfisme de les MTs és el que
mostren els gastropodes terrestres (cargols terrestres), organismes que han demostrat tenir una
extraordinaria capacitat per adaptar-se i dominar I'habitat que els envoltava. Un dels més
exitosos han estat certs llinatges de cargols anomenats pulmonats, Panpu/monata.m" Aquests
organismes en la seva transicid al medi terrestre han perdut les branquies i han desenvolupat
pulmons per respirar, explotant l'aire amb oxigen a través de la superficie de la cavitat
anomenada mantell. Aquesta evolucié per adaptar-se ha succeit afectant profundament al
genoma i a la fisiologia dels cargols.[m] Aixi els gastropodes pulmonats terrestres (els més

[128]) exhibeixen una combinacié de propietats

estudiats Helix pomatia i Ariantna arbustorum
Unica, essent un sistema excel-lent per a l'estudi de la diversificacié evolutiva de les proteines i
de la relacié entre aquesta i la diferenciacid funcional en les diferents isoformes d'MT.

En aquest escenari, resulta rellevant preguntar-se quina situacié és la que presenten
aquells gastropodes que no van conquistar la terra i es van quedar habitant el mén mari.

Diferents estudis!?®!

mostren com els gastropodes no pulmonats i marins no presenten cap
polimorfisme d'MT. Aquest fet déna forca a la idea de que ha estat I'adaptacié al mdn terrestre
el fet que ha donat lloc al polimorfisme de les MTs que s'observa en els cargols terrestres, com
per exemple, en Helix pomatia, Cornu aspersum i Ariantna arbustorum, entre d’altres.
Especialment interessant és el cas de la Megathura crenulata (giant keyhole limpet), un
gastropode mari pertanyent a la familia dels Fissurellids, organisme molt ben estudiat ja que la
seva hemocianina és utilitzada com a transportador hapténic i estimulant immune. Va ser

. .[12! . . .
precisament durant I'estudi™ d'aquesta hemocianina quan, recentment, va ser possible

descriure la presencia d'una Unica isoforma d'MT en aquest organisme.

1.2.1.1. Metal-lotioneines en gastropodes terrestres: el sistema d'MTs en els cargols

Helix pomatia i Cornu aspersum

L'existencia del polimorfisme d'MT en una gran varietat d’organismes ha estat
ampliament descrita, tot i que existeixen diferents situacions, diferents graus de diversificacio.
Existeixen casos on els organismes mostren varies isoformes d'MT amb especificitats

metal-liques divergents fins a d'altres on les MTs no presenten diferéncies significatives en la
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seva afinitat metal-lica. La familia dels gastropodes pulmonats, en concret Helix pomatia,
Biomphalaria glatara i Cornu aspersum, constitueixen un model perfecte d'estudi. En aquests, ha
estat possible descriure I'existéncia de 3 gens que codifiquen 3 isoformes d'MT (CuMT, CdMT
and Cd/CuMT) respectivament aillades de forma nativa com espécies homometal-liques de Cu(l)-
o Cd(ll)-, o heterometal-liques Cu(l),Cd(ll)-. El contingut metal-lic determinat en aquestes
especies es troba en concordanca amb I'observacié de que els gastropodes terrestres toleren
concentracions elevades de cadmi i coure, acumulant ambdds metalls en els seus teixits. Els
cargols sén capacos de reduir la toxicitat del cadmi alhora que posseeixen mecanismes que
procuren la disponibilitat del coure per als requeriments metabolics de I'organisme. D'aquesta
manera, en correspondeéncia al contingut metal-lic d'aquestes MTs natives, la seva especificitat
metal-lica fisioldgica, es pot teoritzar sobre les seves possibles funcions. Aixi les isoformes Cu-
MT, produides constitutivament, estan associades amb la homeostasi del Cu essencial, per
assegurar-ho en la biosintesi de la hemocianina.l®” Per altra banda, les isoformes CdMT,
induibles, podrien tenir el seu rol com destoxicadores del metall no essencial i toxic Cd(ll).“so]
Finalment, la isoforma Cd/CuMT s'ailla, en alguns casos, nativament com a complexos que
contenen ambdds Cd(ll) i Cu(l) simultaniament, encara que aquests es sintetitzen en nivells
minims indicant una menor importancia en el metabolisme dels metalls.[*3!

Si bé existeix I'esperada homologia entre les MTs de cargol i les d’altres mol-luscs, el grau
d’identitat entre les primeres i les de vertebrats és més gran que I'observat amb les MTs d’altres
invertebrats. Aquest grau d’identitat vers les MTs de vertebrats també s'observa en d'altres MTs
de mol-luscs, com ostres i musclos. Una caracteristica que evidencia aquest fet és que les MTs de
mol-luscs poden estar classificades dins la classe |, on es troben les de vertebrats i, en canvi, les
MTs d’altres invertebrats com la de la mosca de la fruita, el nematode i I'ericd de mar es troben
dins la classe 11.113% 133!

Aixi, les MTs de cargols terrestres mostren algunes caracteristiques tipiques de les MTs
de la classe I, amb prop de 60 aminoacids dels quals 18-20 sén residus cisteinics. Pel seu
contingut en cisteines les metal-lotioneines de cargols terrestres sén capaces d’enllacar finsa 6 6
7 ions metal-lics divalents (Cd(ll), Zn(ll)). Per tant, tot i que la informacié disponible sobre
I'estructura terciaria d’aquestes MTs d’invertebrats terrestres és escassa, per la seva similitud
amb l'estructura primaria de les MTs de vertebrats, caldria esperar una estructuracié dels
clusters metall-tiolat de la proteina en 2 dominis.[*?% 133

En el cas dels cargols Helix pomatia i Cornu aspersum, tots dos objecte d'estudi en
aquesta Tesi Doctoral, presenten un polimorfisme d'MT similar perd amb algunes divergéencies.
En el cas del cargol terrestre Helix pomatia, s’han aillat dues isoformes d'MT dels seus organs

(Fig. 8). La primera identificada va ser la isoforma que conté Unicament Cd, anomenada

HpCdMT, que es va trobar a I’hepatopancrees (“midgut gland”). Aquesta proteina consta de 66
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aa, 18 dels quals son cisteines. La segona isoforma, HpCuMT, es troba en el mantell (actua com a
pulmd) enllagant a Cu. Consta de 64 aa, dels que 18 corresponen a residus cisteinics, a més de
tenir una histidina. Es molt interessant comprovar com les dues isoformes d’Helix pomatia
presenten els residus de Cys en exactament les mateixes posicions, perfectament alineables, tot

. . N . , . . 134
i que cal remarcar que la resta d’aminoacids només mostren homologia en un 43% (Fig. 8).[ ]

HpCuMT GRGK--NCGGACNSNPCSCGNDCKCGAGCNCDRCSSCHCSNDDCKCGSQCTGSGSCKCGSACGCK
HpCAdMT GKGKGEKCTSACRSEPCQCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCSCK

*:** :* ‘**.*:**.**'_*:** **.* *.:*:*:.*.****':***"******:*_**
Fig. 8. Alineacié de la seqiiencia d’aminoacids de les dues isoformes trobades pel cargol terrestre H.pomatia,
HpCuMT i HpCdMT, mitjancant I'aplicacidé CrustalW. En negreta i fons groc s'observen els residus de cisteina.
L'asterisc (*) indica que en aquella posicié els residus sén 100% idéntics, els dos punts (:) que les posicions en les que
ha succeit una substitucié conservativa i un punt (.) indica substitucions menys conservatives.

A diferencia de HpCdMT que s’expressa en
diferents tipus de cel-lules, la isoforma HpCuMT
s'expressa  exclusivament en unes ceéllules
anomenades rogocits, que es troben en practicament
tots els teixits dels cargols. Els rogocits soén els
diposits més importants d’emmagatzematge de
coure. El numero de rogocits amb contingut de coure

augmenta intensament després de I'administracié de

coure a través de la dieta dels cargols. Alguns estudis
han demostrat que I'exposicido a cadmi d’aquests no fa variar ni I'enllag a coure ni provoca la
induccio de HpCuMT.[135’ 136,137, 138 | fet gue aquesta isoforma aillada en els rogocits del mantell
contingui exclusivament Cu, en concret 12 ions Cu(l) per cada mol de HpCuMT, sembla suggerir
gue aquesta proteina esta involucrada en el metabolisme del coure i particularment en la sintesi
d’hemocianina, responsable de la respiracié cel-lular en el cargol. Donat que quantitats elevades
de Cu poden produir efectes toxics en els cargols, la seva regulacié homeostatica és un punt
primordial per a la supervivéncia d’aquests organismes.

La isoforma de Cd mostra una seqiiéncia similar a la de les MTs de mamifer encara que té
un menor contingut en residus de cisteina.[3% 1401 Aqguesta isoforma, quan s’obté a partir del
cargol, presenta una estequiometria Cdg-HpCdMT, analoga a la trobada en MTs d’altres crustacis
marins i en el nematode Caenorhabditis elegans. Aquesta pero, difereix d’altres com les MTs de
musclo, de llagosta marina i de mamifer, les quals totes enllacen 7 equivalents d’ions divalents.
Estudis estructurals de Cdg-HpCdMT proposen una disposicié dels ions Cd(ll) en dos clusters de 3
Cd enllagats per 9 sofres cisteinics donant lloc a agregats (CdsCyso), similars als clusters trobats
en MTs de vertebrats i d’invertebrats, i en els que els cadmis presenten coordinacié

tetraedrica.[**”
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El cargol terrestre C.aspersum presenta 3 isoformes d'MT
diferents en els seus teixits (Fig. 9). Aquest organisme
presenta dos isoformes d'MT, CaCdMT i CaCuMT, anomenades

aixi pel fet de que de forma nativa es troben enllacant

preferentment Cd(Il) i Cu(l) respectivament[m] i perque sén
molt similars (analogues) a la HpCdMT i HpCuMT aillades del cargol terrestre H.pomatia
préviament descrites. Addicionalment presenta una tercera isoforma, aillada del midgut gland
dels cargols exposats a Cd, formant un complex que enllaga tant Cd(Il) com Cu(l) i per tant, ha
estat anomenada com CaCdCuMT.™®Y Es interessant observar com les seqléncies de les 3
isoformes d'MT difereixen tan sols en alguns dels residus no cisteinics, tal i com s'observa també

en el cas de les MTs de Helix pomatia.

CaCuMT MSGRG--QONCGGACNSNPCNCGNDCNCGTGCNCDQCSARHCSNDDCKCGSQCTRSGSCKCGNACGCK
CaCdCuMT MSGKG--SACAGSCNSNPCSCGDDCKCGAGCSCAQCYSCOCNNDTCKCGSQCSTSGSCKCG-SCGCK
CaCdMT MSGKGKGEKCTAACRNEPCQCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCGCK

* Kk koo Kk * .k «kk kK * e kk  kKk Kk * . .k * kkhkkk ek K hkkkk o kk kK

Fig. 9. Alineament en base a similitud seqiiencial de les isoformes d'MT del cargol terrestre C.aspersum mitjangant
I'aplicacié CrustalW. En negreta i fons groc s'observen els residus de cisteina i en blau trobem el residu tirosina.
L'asterisc (*) indica que en aquella posicié els residus sén 100% idéntics, els dos punts (:) que les posicions en les que
ha succeit una substitucié conservativa i un punt (.) indica substitucions menys conservatives.

Davant la situacid particular que exhibeixen els sistemes d'MTs dels cargols terrestres
pulmonats resulta dificil confirmar si la gran especificitat fisiologica per diferents ions metal-lics i
a la mateixa vegada una extremada homologia seqiiencial (principalment dels residus de Cys)
gue mostren és resultat de les condicions especifiques del medi cel-lular o més aviat pels
mecanismes d'evolucié molecular que han modelat la seqliéncia d'aminoacids per a determinar
la seva especificitat metal-lica. Inclds una tercera opcid, que sigui el resultat d’'una combinacié de
les dues anteriors. D'aquesta manera és fa estrictament necessari realitzar un estudi de les
propietats enllagcants d'aquests dos sistemes d'MTs, el d'H.pomatia i C.aspersum, per tal de
verificar si realment aquestes isoformes, donada la similitud de les seves seqliencies, presenten
caracteristiques d’enllag diferents o si bé I'id metal:-lic que enllacen amb preferéncia depén de
I’organ on s’expressen. Aquest treball s’engloba dins un projecte que té com a objectiu
identificar i avaluar els factors que determinen |'especificitat i preferéncia metal-lica de les
isoformes d'MT del cargol Helix pomatia i Cornu aspersum per tal d’obtenir informacioé sobre els
mecanismes mitjancant els quals la funcionalitat i diferenciacié molecular ha determinat

I’evolucié d’aquests sistemes d'MTs models dels gastropodes terrestres.
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1.2.1.2. Metal-lotioneines en gastropodes marins: la isoforma d'MT de Megathura

crenulata

En analitzar la situacid tan particular del
sistema d'MTs en els gastropodes terrestres i
pulmonats resulta rellevant examinar que succeeix
amb el sistema d'MTs dels gastropodes marins no
pulmonats. A diferéncia dels primers en els
gastropodes no pulmonats no s'ha reportat cap

tipus de polimorfisme d'MT. Especialment rellevant

és el cas del sistema d'MT en l'organisme
Megathura crenulata, (barretet mari), gastropode mari que no presenta cap polimorfisme d'MT.
En concret, al 2003 va ser possible, durant un estudi que tenia com a objectiu identificar les
seqliéncies que codifiquen la hemocianina, aillar el cDNA complet que codificava una nova MT
(McMT).[m] La manca d'estudis de seqlienciacié fan impossible descartar completament
I'existencia d'altres gens codificants per d'altres isoformes d'MT, tot i que fins al moment no hi
ha cap evidéencia de cap altre isogen d'MT que s'expressi de forma significativa en aquest
organisme. Finalment, és remarcable que es trobés aquesta Unica isoforma d'MT en un estudi
enfocat a I'hemocianina, indicant, inicialment, una plausible relacié d'aquesta amb la sintesi

d'hemocianina.

McMT MSGKGENCTAECKSDPCACGDSCKCGEGCACTTCVKTEAKTTCKCGESCKCEGCKEGEACKCESGCASCK
Fig. 10. Sequéncia d' aminoacids de I'MT del barretet mari M.crenulata, McMT.

Des d'un punt de vista seqiencial, en un primer analisi de I'estructura primaria de McMT
(Fig. 10) s’observa com aquesta proteina és evidentment homologa a les altres MTs de
gastropodes conegudes, tant en longitud (nimero d'aa) com en residus de Cys. De forma molt

T mostra una

interessant, |'analisi prévia del cDNA corresponent a la seqliencia de McM
insercid peculiar de 5 residus en I'extrem C-terminal de McMT que no es troba en les MTs de
gastropodes descrites fins al moment, pero el que en canvi si que s’ha observat i és caracteristica
de la isoforma MT3 de mamifer. Tot i aixi, cal esmentar que McMT té absent el tetrapeptid CPCP,
funcional en el domini B d'MT3 i que se sap que suprimeixen el procés de creixement
neuronal.™* Finalment, s'ha proposat a McMT com una proteina molt propera a la isoforma de
Cu de Helix pomatia, la HpCuMT, pero a la vegada exhibint algunes caracteristiques relacionades
amb la isoforma HpCdMT.[1291

En base a les dades de que es disposa i a les hipotesis plantejades és evident la manca
d'estudis que permetin avaluar les capacitats coordinants de McMT envers diferents ions

metal-lics. Es considera per tant necessari, realitzar I'estudi de caracteritzacié d’aquesta MT per
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donar un raonament a les observacions publicades i determinar la seva especificitat metal-lica
nativa que previsiblement podria donar sentit a una possible relacié d'aquesta amb

I'nemocianina.

1.2.2. Altres MTs

1.2.2.1. El sistema d'MTs en els amfioxos

Hi ha molts aspectes referents a aquesta familia de proteines (MTs) que encara es
desconeixen, com per exemple, la incertesa sobre el seu origen i diferenciacié al llarg del cami

125
1251 sembla ser que la seva

evolutiu. Tot i que s'ha proposat per a les MTs un origen polifiletic,
historia evolutiva és particularment dificil per ser interpretada a través dels criteris d'evolucié
moleculars estandards. Varies decades dedicades a I'estudi de les MTs han permés dibuixar un
mapa prou clar sobre el procés evolutiu sofert pel sistema d'MTs dins el subfilum dels
vertebrats.™ Tot i aixo, encara hi ha poca informacié sobre el punt (o punts) que va donar lloc i
es origen de la diversificacié de les MTs en els vertebrats en relacié amb altres grups
d'organismes.
A més dels vertebrats, en el filum dels cordats existeixen [

dos subfilums més: els cefalocordats (els lancelets o amfiox) i

els tunicats (previament urocordats). La posicid privilegiada

STAR FORWATON
ey ——

d'aquests grups d'organismes en |'arbre de la vida, essent els [k

orrATi
parents més propers dels vertebrats, fan que siguin molt
rellevants en estudis de filogenetica molecular i d'evolucié del
genoma en els organismes cordats/vertebrats.!!# 1% 1951 gip 5
posat gran interes sobre els cordats no vertebrats, en especial
I'amfiox, degut a que se'l considera organisme model en I'estudi

del llinatge evolutiu dels vertebrats. Aquests organismes, tot i

seguir linees evolutives diferents dels vertebrats des de fa més Imatge 1. Portada de la
prestigiosa revista Nature on
de 520 milions d'anys, proveeixen de pistes sobre |'origen dels s'inclou I'important descobriment
de la descripcié completa del
genoma d'MT

com els vertebrats han evolucionat i adaptat. S'han estudiat a nivell genomic amb la finalitat

vertebrats servint de punt de partida a partir del qual rastrejar

d'ampliar el coneixement que es té en el camp evolutiu, com per exemple la diferenciacié i
especialitzacié en els sistemes gen/proteina, proporcionant informacio sobre com els vertebrats
han utilitzat els antics gens per noves funcions.!**! pe| gue fa a les metal-lotioneines, de fet, hi ha
molt poca informacié disponible sobre el sistema d'MTs en els cordats no vertebrats. En el cas

dels cefalocordats (amfioxos) no hi havia informacié disponible de cap MT fins a I'estudi
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presentat en aquesta Tesi Doctoral, excepte per I'anotacié d’'un ORF en amfiox (Branchiostoma
floridae) que aparentment codificava una MT.

Vista la gran importancia d'aquest organisme, amfiox, en estudis evolutius del sistema
gen/proteina i per I'abséncia destudis sobre les seves MTs, es va decidir dur a terme un estudi
del sistema d'MTs en els lancelets, explotant aixi aquesta oportunitat gracies a la recent
descripcié del genoma complert de I'amfiox. ! E| grup de recerca en genética dirigit per la Dra.
S. Atrian, amb el que mantenim una col-laboracié permanent, va identificar in silico 2 ORF's
diferents, que previsiblement codificaven dos isoformes d'MT, a partir de genoma complert
disponible de I'espécie de lancelets de Florida (B.floridae). L'estudi de les propietats coordinants

d'aquestes proteines formen part d'aquesta Tesi Doctoral, Apartat 3.2.

1.2.2.2. El sistema d'MTs de la mosca Drosophila melanogaster

Com ha quedat ampliament exemplificat en
aquesta introduccid, molts organismes presenten
polimorfisme d'MT en els seus teixits i és en aquest sentit
on la recerca intenta buscar una correlacié entre la
diferenciacié funcional i I'aparicid de multiples formes

d'MT.! L3 base d'aquestes diferéncies d'especificitat

metal-lica observades podria respondre a una relacié estructura/funcid, a la seva funcié
fisiologica i a la diferenciacid dels seus patrons evolutius. Moltes vegades, aquest polimorfisme
és de dificil interpretacio, ja que les diferencies d'especificitat metal-lica observades no sempre
tenen una correlacié directa amb una funcié fisiologica diferenciada. En referéncia al
polimorfisme d'MT i les seves respectives especificitats metal-liques fisiologiques, dins el filum
animal globalment s'han observat tres situacions diferents i extremadament oposades. El primer
cas de polimorfisme, el constitueixen aquells sistemes que tenen diferents isoformes d'MT amb
lleugeres diferencies en les seves funcions i preferencies d'enlla¢ metal-lic perd que per altra
banda, existeixen diferencies més marcades en la seva especificitat metal-lica. Un exemple
serien els vertebrats amb les 4 isoformes d'MT de mamifer,[m] les quals predominantment
exhibeixen major habilitat per coordinar ions divalents perd que addicionalment, altres
isoformes poden presentar una major capacitat per enllacar ions monovalents com Cu(l) que
d'altres. Un segon cas, sén aquells sistemes d'MT que mostren preferencies metal-liques
completament diferenciades, i per tant, que informen sobre la seva possible funcié biologica.
Aquest tipus de polimorfisme d'MT és ideal per estudiar la base molecular que determina la
selectivitat d'enllag en els polipeptids d'MT. Dins d'aquest grup es troben aquelles isoformes ben
diferenciades i especifiques per Cd i Cu i que a la vegada sén extremadament similars en la seva

seqiéncia proteica (per exemple el sistema d'MTs dels cargols pulmonats H.pomatia i
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[119] [148] .

C.aspersum, els gens de Tetrahymena i de crustacis[m]). Finalment, la situacié menys
freglient es aquella exhibida per alguns organismes on es possible trobar que totes les isoformes
del seu sistema d'MTs tenen un marcat caracter de Cu-tioneines. Aquesta és la situacio
observada en fongs i llevats, ™ i excepcionalment, insectes dipteria.uso] El sistema d'MTs de
Drosophila, com a model de dipteria, es considera un cas excepcional ja que és I'Unic organisme
metazoa que sintetitza només Cu-tioneines, les quals mostren una extraordinaria similitud amb
la proteina paradigmatica Cupl (del llevat S.cerevisiae), la Cu-tioneina més extrema descrita fins
aleshores. La importancia d'aquest polimorfisme ha provocat que hagi estat ampliament
estudiat, tant a nivell gendomic com proteic.

Fins al moment de I'analisi seqliencial del genoma de D.melanogaster dut a terme pel
laboratori del Prof. Schaffner (Universitat de Zirich), el sistema d'MT de Drosophila es
composava per 4 isoformes d'MT (MtnA, MtnB, MtnC i MtnD).[ml Recentment una cinquena
isoforma d'MT s'ha descobert en el genoma de la D.melanogaster (estudi realitzat pel Prof.
Schaffner). Aquesta va ser anomenada MtnE i caracteritzada a nivell estructural i d‘expressié.“sz]
El gen que codifica MtnE, esta localitzat dins el clister de gens anomenats MtnB-like, entre MtnB
i MtnD. Es va confirmar la preséncia d'aquest nou gen MtnE (mateixa posicié cromosomica i
arquitectura del gen) a les 12 espécies de Drosophila on el genoma ha estat completament
seqiienciat.**

L'expressié d'MtnE, com passa amb els altres gens d'Mtn, respon als metalls pesants a
través del factor de transcripcié de regulacié metal-lica (dMTF-l).[m] Conseqlientment, MtnE es
sintetitza en resposta a ions metal-lics pesants, fisiologics (zinc i coure) i xenobiotics (cadmi,
mercuri i plata).[m] El conjunt de dades publicades indiquen clarament que MtnE, de la mateixa
manera que les altres MTs de D.melanogaster, tindria un possible rol en el metabolisme del
coure (des de la ingesta fins a la distribucié, emmagatzematge, alliberament i destoxicacié en
I'organisme) aixi com a per la tolerancia al cadmi (a través del bloqueig de l'assimilacio
digestiva). En aquest sentit, els estudis realitzats suggereixen que |I'MtnE podria actuar
complementant la funcié de les altres proteines d'MT en Drosophila, tot i que fins al moment no
s'han explorat ni estudiat les preferéncies metal-liques d'aquesta nova isoforma.

Les 4 isoformes de D.melanogaster estudiades a nivell proteic es poden dividir en dos
grups: per una banda MtnA, amb 10 Cys; i per I'altre les anomenades MtnB-like, amb 12 Cys, que
inclou les isoformes MtnB, MtnC i MtnD. Aquesta divisid, ja observada a nivell genomic, també
es va poder apreciar en estudiar les seves seqliencies primaries (Fig. 11) i el seu comportament
en enllagar Zn(lIl), Cd(ll) i Cu(l), tant in vivo com in vitro.**3

Es va dur a terme un estudi extensiu, per part d'aquest grup de recerca, de les 4
isoformes d'MT de Drosophila mitjancant una mateixa estratégia experimental. Es va poder

demostrar com totes 4 presentaven les mateixes propietats en coordinar diferents metalls
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pesants, tant pel que fa a I'estequiometria de les espécies formades, com a les caracteristiques
espectroscopiques dels complexos amb Cd(ll) i Cu(l). MtnC i MtnD presenten una menor
capacitat per enllagar cadmi i coure comparades amb MtnA o MtnB, fet que s’atribueix

principalment per una inestabilitat intrinseca dels complexos formats. ™!

MtnB  \vcKGEGTNCOCSAQKCGDNCACNKDCQOCVCKNGPKDQCCSNK--
MtnC \vCKGCGTNCKCODTKCGDNCACNODCKCVCKNGPKDQCCKSK -
MtnD MGCKACGTNCOCSATKCGDNCACSQOQCQOCSCKNGPKDKCCSTKN
MtnE MPCKGCGNNCQOCSAGKCGGNCAGNSQCQCAAKTGAK--CCOAK-
MtnA MPCP-CGSGCKCASQATKGSCNCGSDCKCG---GDKKSACGCSE

* % *k oKk LLx L LKk *x % L x

Fig. 11. Alineament en base a la similitud seqliencial de les diferents isoformes d'MT de la mosca D.melanogaster
mitjan¢ant I'aplicacié CrustalW. En negreta i fons groc s'observen els residus de cisteina. L'asterisc (*) indica que en
aquella posicié els residus son 100% idéntics, els dos punts (:) les posicions en les que ha succeit una substitucid
conservativa i un punt (.) indica substitucions menys conservatives.

Per intentar determinar la possible funcié d'MtnE, que té 10 Cys (com MtnA) pero que a
nivell genomic s’ha agrupat amb les MtnB-like proteins, en aquesta Tesi Doctoral s’ha dut a
terme la caracteritzacid6 d'aquesta proteina a través de l'estudi de la seva seqliéncia
d'aminoacids i les seves habilitats coordinants utilitzant la metodologia habitual en el grup.
Aquest estudi pretén aportar informacid rellevant sobre la possible funcié fisiologica d'MtnE i en

la interpretacio del polimorfisme existent en les MT de Drosophila.

1.3. Disseny experimental

L'estrategia experimental (Fig. 12) seguida en aquesta Tesi Doctoral per tal d'estudiar,
avaluar i identificar els factors que determinen l'especificitat metal-lica de les MTs de diversos
organismes comeng¢a amb la sintesis recombinant d'aquestes proteines en cultius d'E.coli
suplementats amb els ions metal-lics Cd(ll), Zn(Il) o Cu(ll) per tal d'obtenir les corresponents
preparacions metall-MT. Posteriorment, aquestes es purifiquen i s'aillen eluides en tampd Tris-
HCl 50 mM a pH 7.0. S'obtenen aixi el que denominem formes Zn-, Cd- i Cu-MTs obtingudes in
vivo respectivament, en alta puresa (superior al 95%) i elevada concentracié (~10™ M). Cal
remarcar que en el cas de les produccions amb Cu(ll) aquestes es duen a terme en dos
condicions d'oxigenacid diferents (Apartat 5. Procediment experimental i técniques utilitzades),

ja que ha quedat demostrat, per treballs anteriors d'aquest grup de recerca, ™"

que la quantitat
d'oxigen present en el medi de cultiu pot determinar les caracteristiques dels complexos Cu-MT
biosintetitzats, i més concretament el seu caracter homo- o heterometal-lic.

La sintesi i purificacié de totes les metal-lotioneines recombinants estudiades en aquest
treball ha estat duta a terme pel grup de recerca dirigit per la Dra. Silvia Atrian, Catedratica de

Genetica de la Universitat de Barcelona.
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Sintesl recombinant de la MT

Medi suplementat amb: Cdill) Znfll) Cu(ll)
® v "
It wivo Cd"-MmT Zn"-MT Cu'-MT 4
Acidf/ Valoracia Valoracia
renautral litzackd amb Cd(ll) amb Cu(l)
] A
- .__.-'" N"
In vitro cd'-MT Cu'-MT

Fig. 12. Esquema representatiu de I'estratégia experimental duta a terme per a |'estudi de les propietats coordinants
de les metal-lotioneines a partit de la seva sintesi recombinant en medis de cultius suplementats amb diferents ions
metal-lics, concretament, Zn(lI1), Cd(Il) i Cu(ll).

Una vegada obtinguts in vivo aquests complexos metall-MT es procedeix a la seva
caracteritzacié mitjancant diferents técniques espectroscopiques i espectromeétriques
habitualment emprades en I'estudi de proteines. El primer pas és comprovar la integritat de la
cadena polipeptidica. Mitjancant I'analisi per espectrometria de masses a pH acid (deteccié de la
forma apo-MT) es possible determinar el seu pes molecular exacte, i per comparacié amb el pes
teoric, es pot confirmar la identitat de la proteina. L'analisi de les caracteristiques de coordinacid
metal-lica de les diferents preparacions d'MTs obtingudes in vivo es fa a través de les dades
aportades pels seglients procediments experimentals i técniques emprades. A partir dels
espectres d'ESI-MS enregistrats a pH 7.0 és possible detectar e identificar els diferents
complexos metall-MT presents en solucié aixi com les seves estequiometries metall i MT
concretes. Per tal de congixer la concentracié de proteina i la relacié global metall/proteina es
procedeix a la determinacié per ICP-AES del sofre total aixi com dels metalls: zinc, cadmi i coure.
Finalment, les técniques espectroscopiques de DC i UV-Vis aporten informacié sobre el
plegament de la proteina i el tipus de cromofors existents. Una analisi més extensiva de les
dades aportades per aquestes técniques permetra la confirmacié de la preséncia/abséncia de
lligands sulfur acid-labils en les especies metall-MT detectades a través de la seva deteccié per
ESI-MS, per I'existéncia d'una divergencia entre els resultats de I'lCP-AES convencional i acid o
per la preséncia de bandes d'absorcié en els espectres de DC i UV-Vis a longituds d'ona superiors
a270-280 nm.

El seglient pas en la caracteritzacié de les propietats de coordinacié metal-lica de les MTs
estudiades és l'estudi de les propietats coordinants in vitro. Aixi, es realitzen diferents
experiments de bescanvi metal-lic (valoracions) on el Zn(ll) inicialment enllagat en les formes Zn-
MT recombinants és desplagat per Cd(ll) o per Cu(l). Addicionalment, es poden dur a terme
altres estudis in vitro a partir de les preparacions Cd-MT, sotmetent-les a un procés d'acidificacio

i reneutral-litzacié (procés de descoordinacio i re-coordinacio del Cd(ll) per estudiar el plegament
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dels complexos Cd-MT in vitro) i un estudi de I'evolucié dels complexos Cd- i CdS-MT
biosintetitzats al llarg del temps. Aquest procés de bescanvi metal-lic o d'acidificacié i
reneutral-litzacié per formar els complexos metall-MT in vitro es seguit mitjangant les tecniques
de DC, UV-Vis i ESI-MS. L'analisi del conjunt de dades experimentals permet identificar i
caracteritzar les diferents etapes del desplacament metal-lic i les propietats dels complexos
formats, i per comparacié amb el comportament mostrat in vivo aportar informacié sobre les
preferéncies metal-liques de les MTs objecte d'estudi.

Addicionalment, dins el treball realitzat en aquesta Tesi doctoral, s'implementen noves
tecniques en l'estudi de certes propietats de les metal-lotioneines, com sén I'ds de I'ITC
(Isothermal Titration Calorimetry) i de la técnica de separacid6 HPLC acoblada a diferents
detectors (Apartat 5. Procediment experimental i técniques utilitzades). La técnica d'ITC
permet determinar els parametres termodinamics (k, AH, AS i n) associats a una reaccio
determinada. En el nostre cas, s'estudia el desplacament metal-lic Zn"/Cd" en algunes MTs.
Finalment, s'aplica la técnica d’HPLC i I'acoblament d'aquesta a diferents detectors (ESI-MS, UV-
Vis i ICP-MS). La finalitat d'utilitzar aquestes técniques és la de monitoritzar els canvis observats
en algunes preparacions en medis rics en Cd(Il) amb la particularitat que han donat lloc a la

formacié de complexos CdS-MT.



2. OBJECTIUS






Aquesta Tesi Doctoral té com a objectiu principal aprofundir en el coneixement de la
relacio estructura/funcid en les metal-lotioneines intentant identificar els factors que
determinen I'especificitat metal-lica de les MTs. Per assolir aquest objectiu global s'han estudiat
les habilitats coordinants d'MTs de diferents organismes, cadascuna d'elles amb particularitats

molt concretes. Els objectius parcials que han de permetre assolir I'objectiu global sén:

1. Estudiar les propietats coordinants de les MTs de diferents mol-luscs enfront de Zn(ll),
Cd(ll) i Cu(l): dels cargols terrestres Helix pomatia i Cornu aspersum; i del gastropode mari

Megathura crenulata.

2. Estudiar el sistema d'MTs recentment descobert en |'organisme Brianchostoma

floridae, de gran interés en estudis evolutius i del qual no se'n té cap informacid prévia.

3. Caracteritzar les propietats coordinants de la cinquena isoforma d'MT de la mosca
Drosophila melanogaster, MtnE, enfront de Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l), i comparar-les amb les propietats

descrites previament per a les altres isoformes.

4. Introduir com a metodologia de treball I'ITC (Isothermal Titration Calorimetry) per tal
de determinar els parametres termodinamics associats a la reaccié de desplagament metal-lic

Zn”/CdII en els complexos Zn-MT biosintetitzats.

5. Aplicar la cromatografia d'HPLC, concretament I'exclusié molecular (SEC), acoblada a
diferents detectors (UV-Vis, ICP-MS i ESI-MS) com a metodologia de treball per a monitoritzar i

estudiar I'evolucié amb el temps que exhibeixen algunes preparacions Cd-MT recombinants.






3. RESULTATS | DISCUSSIO







3. Resultats i discussio

En aquesta seccié es discuteixen, de forma global i generalitzada, els principals resultats
obtinguts en aquesta Tesi Doctoral. Aquests s'han dividit en 5 grans blocs. En els 3 primers es
mostren i discuteixen els resultats obtinguts en I'estudi de les propietats coordinants de
diferents MTs d'alguns organismes (cargols terrestres, barretet mari, amfiox i mosca) envers els
ions Zn(ll), Cd(Il) i Cu(l), principalment mitjancant técniques espectroscopiques (ICP-AES, DC i
UV-Vis) i I'espectrometria de masses, seguint la metodologia de treball habitualment emprada
en el grup de recerca en el que s'emmarca aquest treball (Introduccié, apartat 1.3 Disseny
experimental). El primer apartat es centra en I'estudi de les MTs de diversos mol-luscs, com els
cargols terrestres Helix pomatia (Apartat 3.1.1) i Cornu aspersum (Apartat 3.1.2), a més de
I’Gnica isoforma d'MT del barretet mari Megathura crenulata (Apartat 3.1.3). Addicionalment,
en l'apartat 3.1.4 es presenta l'estudi comparatiu de les propietats de totes aquestes MTs de
mol-lusc anteriorment estudiades. En els seglients apartats s’estudien les propietats coordinants
de les metal-lotioneines de I'amfiox Brianchiostoma floridae (Apartat 3.2) i una cinquena
isoforma d'MT de la mosca Drosophila melanogaster (Apartat 3.3). Tots aquests treballs han
donat lloc a la publicacié de 7 articles cientifics, inclosos en I'Annex d'aquesta Tesi (Apartat 7.2).

En els Blocs 4 i 5 s’analitza el procés d'implementacié de dues noves metodologies per
ampliar l'estudi de determinades caracteristiques de les MTs, dut a terme i formant part
d'aquest treball de Tesi. Aixi, en |'apartat 3.4, seguint amb la caracteritzacié de les propietats
coordinats de diverses isoformes d'MT, es presenten els resultats obtinguts en la determinacié
dels parametres termodinamics associats al procés de bescanvi metal-lic de Zn(ll) per Cd(ll) en
diverses MT mitjancant la técnica calorimetrica d'ITC (Isothermal Titration Calorimetry). Per altra
banda, en I'apartat 3.5 es recullen i discuteixen els principals resultats obtinguts en I'estudi de
I'evolucié amb els temps de diverses mostres d'MT (diferents isoformes d'MT de diversos
organismes), que van mostrar la preséncia de lligands sufurs addicionals en les seves
preparacions recombinants obtingudes en medis rics en Cd(ll), mitjancant I'Gs de cromatografia
liquida (la tecnica d'HPLC) acoblada a diferents sistemes de deteccié.

En tots els casos, les proteines estudiades han estat sintetitzades mitjancant la técnica
d'enginyeria genética pel grup de recerca dirigit per la Dra. Silvia Atrian, Catedratica del
Departament de Genetica de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona (Introduccid,

apartat 1.1.4. Metodes d'obtencié i 5. Procediment experimental i técniques utilitzades).
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3.1. Estudi del sistema d'MTs de diversos mol-luscs

3.1.1. Estudi de la capacitat coordinant de les diferents isoformes d'MT del

gastropode terrestre Helix pomatia: HoCdMT i HoCuMT

El cargol terrestre Helix pomatia sintetitza dues isoformes d'MT clarament diferenciades:
HpCdMT i HpCuMT (Introduccié, Apartat 1.2.1.1). A continuacido es detallen els resultats
obtinguts en la seva caracteritzacio, tant in vivo com in vitro. Al llarg del text es fara referéncia a
I'Annex 7.1.1 on es recopila informacié extra (espectres de DC, UV-Vis i ESI-MS) enregistrada

durant els experiments in vitro duts a terme amb aquestes proteines.

3.1.1.1. Comportament de HpCdMT envers Zn(ll) i Cd(I1)

Per tal d'obtenir informacié sobre les propietats coordinants en medi fisiologic d'aquesta
isoforma d'MT d'H.pomatia, HoCdMT, envers els ions metal-lics divalents es va realitzar la seva
biosintesi en medis enriquits en zinc i cadmi. D'acord amb el conjunt de dades d'ESI-MS
obtingudes en la Fig. 13A i B, en tots dos casos s'obté una Unica espécie d'estequiometria Mg-MT
(on M correspon a Zn(ll) o Cd(ll)).

Els dos complexos metal-lics obtinguts in vivo, Zng-HpCdMT i Cdg-HpCdMT, presenten uns
espectres de DC intensos i ben definits amb absorcions de DC esperades (Fig. 13C i D). En tots
dos casos, aquestes corresponen a cromofors de geometria de coordinacié tetraedrica M-(Scys)a,
la primera (M = Zn(ll)) en forma de banda gaussiana a ca. 240 nm i la segona (M = Cd(ll))
centrada a 250 nm en forma d'exciton coupling.

Cal destacar que el fet que I'especie Cde-HpCdMT biosintetitzada sigui analoga a la
préviament aillada de teixits de cargols H.pomatia exposats a quantitats toxiques de cd, 1!
demostra la capacitat que té aquesta proteina per formar la citada espécie en diferents entorns
cel-lulars.

També s’han realitzat estudis de bescanvi zn"/Cd" in vitro en HpCAMT (Annex 7.1.1.,
lamina 7.1.1.1). Aquests han mostrat que la formacio del complex Cdg-HpCdMT té lloc per a 6 eq
de Cd(ll) afegits a Zng-HpCdMT (Fig. 14A). Aquesta espécie formada, estable també en presencia
d'un excés de Cd(Il), mostra unes caracteristiques espectroscopiques equivalents tant a les de
I'espécie obtinguda per sintesi recombinant, in vivo, com a les de l'aillada de forma nativa de
I'organisme. Aixi, es posa de manifest una vegada més, la gran preferéncia d’aquesta proteina
per Cd(ll) i I'elevada estabilitat de I'espécie Cde-HpCdMT (Fig. 14B). Els espectres de masses
enregistrats en diferents punts de la valoracié indiquen que es tracta d'un desplagcament
equivalent a equivalent (la coordinacié d'un Cd(ll) provoca el desplacament d'un Zn(ll)), a través

de la formacié de diferents complexos Zn,Cd,-HpCdMT, on x+y=6, i que coexisteixen fins a la
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formacid d'una Unica espécie Cdeg-HpCdMT. Aquest tipus de bescanvi metallic ha estat
préviament descrit per la coordinacié de Cd(ll) en d’altres MTs, com és el cas de |'espécie Zns-
MT1 de mamifer.*® Addicions posteriors de Cd(ll) provoquen petits canvis estructurals en el
complex Cdg-HpCdMT, en base a la variacié dels espectres de DC, perd no s'observa la
coordinacid de més ions Cd(ll). Tal i com mostren els espectres d'ESI-MS enregistrats en
preséncia d’'un excés important de Cd(ll), com per exemple per a 10 eq de Cd(ll), es generen
espectres completament equivalents als enregistrats per a 6 eq (Annex 7.1.1, Taula 1). Un altre
fet remarcable, que indica un cop més la rellevancia d'aquesta especie Cde-HpCdMT, és la
formacié del mateix tipus d'agregat, amb propietats espectroscopiques practicament inalterades
(Fig. 14B), després de la seva acidificacié fins a pH 1.0 i posterior reconstitucié a pH neutre

(Annex 7.1.1., lamina 7.1.1.2).

"6 s

Zn 6 n 25 ] C d 6 n
20
2.0 4
15

15 4

1.0
1.0 4

0.5 0.5 4

0.0 A A 0.0 AJ L‘ _A

0 % ! T Y T 1 T T v v T T 7 7 7 7
1680 1700 1720 1740 1760 1780 1800 miz 1750 1775 1800 1825 1850 1875 1900  192%n/z

i g . o
§ y ran
] “, 40 \ Fi
-~ { - L] ) |
l"& & e — —— B | I. 1
4 | = | |
a1 | = \ | %
" f 1 |
- 2, - e
1 Zng-HpCdMT in vivo Cdg-HpCdMT in vivo
4 | a0 Y,
5o
20 24 260 280 300 o] 40 I 240 o ] 30 320 40

| LA _ L{nm]

Fig. 13. Espectres de (A) ESI-MS i (C) DC corresponents a |'especie Zng-HpCdMT in vivo. Les dades d'ICP-AES, amb una
relacié de Zn/MT de 5.8, confirmen el contingut metal-lic observat per ESI-MS. Espectres de (B) ESI-MS i (D) DC de
I'espécie Cdg-HpCdMT obtinguda de la preparacié recombinant de HpCdMT en medis rics en Cd(ll). Les dades d'ICP-
AES, amb una relacié de Cd/MT de 6.2, confirmen el contingut metal-lic observat per ESI-MS.
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Fig. 14. (A) Espectre d'ESI-MS enregistrat després d'addicionar 6 eq de Cd(ll) a una solucié de Zng-HpCdMT. (B)

Espectre de DC de I'especie Cdg-HpCdMT biosintetitzada (negre), I'espectre resultant del procés d'acidificacid i

posterior reneutral-litzacié de la solucié anterior (verd) i el corresponent a |'espécie Cdg-HpCdMT formada en
addicionar 6 eq de Cd(ll) a la solucié de Zng-HpCdMT (vermell).
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Totes aquestes dades indiqguen que el comportament de la isoforma HpCdMT és
comparable a les MTs optimes per enllacar Cd(ll) (Apartat 3.1.4.) més que no pas Zn(II).m]
Aquesta observacido és particular i contrasta amb altres MTs amb un caracter de major
preferéncia per zinc com la isoforma MeMT del musclo M. edulis.™*™ Aixi, tant in vivo com in
vitro, la proteina HpCdMT enllaga Cd(ll) formant un complex especialment estable, suggerint
clarament una possible participacio d'aquesta proteina en la proteccid dels teixits de I'organisme

enfront d'aquest metall extremadament toxic.

3.1.1.2. Comportament de HpCdMT envers Cu(l)

La sintesi recombinant de la isoforma HpCdMT en medis rics en Cu(ll) es va realitzar sota
dues condicions d'oxigenacié diferents (1.3. Disseny experimental), donat que en treballs
anteriors es va demostrar com el grau d'oxigenacié dels cultius d'E.coli és rellevant i afecta el
contingut de Cu(l) dins la cel-lula i, en certes ocasions, als complexos Cu-MT formats.[**® Ambdés
tipus de preparacions estan composades per una mescla de complexos heterometal-lics Cu,Zny-
HpCdMT (Fig. 15), amb una relacié Zn"/Cu' que sembla dependre del grau d'oxigenacié del cultiu
(Taula 3). En els cultius a baixa oxigenacio, els espectres d’ESI-MS revelen que I'estequiometria
de les espécies majoritaries varia des de Mg- a M1,-HpCdMT (Fig. 15B). En cultius a oxigenacio
normal s'obtenen complexos d'estequiometries més baixes dins el rang Ms- a Ms-HpCdMT (on
M=Zn+Cu) (Fig. 15A). Les bioproduccions donen lloc a senyals de DC similars (Fig. 16) en forma i
intensitat. Tot i aixi, 'empremta de DC de la produccié a oxigenacié normal presenta bandes
menys definides i més amples en la regidé de 230-270 nm que les corresponents als cultius a
baixa oxigenacid, fet atribuible a una major proporcié d'ions Zn(ll) en el primer tipus de
preparacid. Aquest contingut en Zn(ll) es confirma a partir dels espectres d’ESI-MS enregistrats a
pH 2.4 (Fig. 15C i D) on, per una banda la preparacié a nivells d'oxigenacié normal, que a pH
neutre conté com a espécie majoritaria la Ms-HpCdMT (heterometal:-lica), a pH acid déna lloc
basicament a una barreja de Cus- i apo-HpCdMT, indicant aixi la presencia d'una certa quantitat
d'agregats homometal-lics de Zn. Mentre que per l'altra, en el cas dels cultius a baixa oxigenacid,
I'espectre d'ESI-MS a pH acid (Fig. 15D) mostra practicament la mateixa especiacié que a pH
neutre perd amb abundancies relatives lleugerament diferents que, en concordanca amb les
dades d'ICP-AES (Taula 3), correspondria a una mescla de complexos homometal-lics de Cu(l) i

alguns altres heterometal-lics de tipus CuxZn,-HpCdMT amb un contingut molt baix en Zn(ll).
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Fig. 15. Espectres d'ESI-MS enregistrats a pH 7.0 (A) i pH 2.4 (C) corresponents a la biosintesi de HpCdMT en medis de
cultiu rics en Cu(ll) en condicions d'oxigenacié normal. Espectres d'ESI-MS enregistrats a pH 7.0 (B) i pH 2.4 (D)
corresponents a la biosintesi de HpCuMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) sota condicions de baixa oxigenacid.

Cu-HpCdMT
Oxigenacié normal Baixa oxigenacio
[prot] (M) 1.12x10™ 0.58x10™
ICPcony Zn/MT 2.4 0.8
Cu/MT 1.8 7.7

Taula 3. Resultats d'ICP-AES de les preparacions de HpCdMT obtingudes en medis rics en Cu(ll) sota dues condicions
d'oxigenacid, normal i baixa. En aquesta taula es mostren només els resultats corresponents a I'lCP-AES convencional
ja que no presenta diferéncia significativa amb els resultats obtinguts en condicions acides.
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Fig. 16. Espectres de DC corresponents a les preparacions recombinants de HoCdMT en medis enriquits amb Cu(ll) en
condicions d'oxigenacié normal (negre) i a baixa oxigenacié (vermell).

De manera analoga a l'experiment in vitro realitzat amb Cd(ll), es va dur a terme la
valoracié de l'espécie Zng-HpCdMT amb Cu(l). Els resultats obtinguts (Annex 7.1.1., Lamina
7.1.1.3) permeten observar que in vitro es reprodueix I'espectre de DC i |'especiacio de la
preparacid obtinguda in vivo a baixa oxigenacié (Fig. 17D, E i F). Contrariament, no ha estat

possible reproduir completament els resultats obtinguts en el cas de la bioproduccié a
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oxigenacido normal (espectres de DC i ESI-MS lleugerament diferents) (Fig. 17A, B i C). El
desplacament Zn"/Cu' provoca un increment gradual de I'absorcié centrada a 260 nm en els
espectres d'UV-Vis, fins als 16 eq de Cu(l) agregats. A partir dels espectres de DC s'observa
I’evolucié dels senyals en un procés no cooperatiu, amb |'abséncia de punt isodicroic. Finalment,
les dades d'ESI-MS recollides cada 2 eq de Cu(l) afegits a Zng-HpCdMT i enregistrats a dos valors
de pH, 7.0 2.4, indiquen que es necessiten 16 eq de Cu(l) per desplacar tot el Zn(ll) inicialment
enllagat a la proteina. Es en aquest punt de la valoracié on I'especiacié (nombre d’espécies,

estequiometria i intensitat relativa dels pics d'ESI-MS) és idéntica per a tots dos valors de pH.
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Fig. 17. (A) Espectres de DC corresponents a la biosintesi de HoCdMT en medis de cultius rics en Cu(ll) en condicions
d'oxigenacié normal (negre), i I'enregistrat després d'afegir 5 eq de Cu(l) (vermell) a Zng-HpCdMT. Espectres d'ESI-MS
enregistrats a pH 7.0 (B) i pH 2.4 (C) corresponents a la valoracio de I'espécie Znge-HpCdMT després d'afegir 4 eq de
Cu(l). (D) Espectres de DC corresponents a la biosintesi de HpCdMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) en condicions de
baixa oxigenacid (negre, multiplicat per 4), i I'enregistrat a la valoracié de Zng-HpCdMT in vivo en afegir 14 eq de Cu(l)
(vermell). Espectres d'ESI-MS enregistrats a pH 7.0 (E) i 2.4 (F) corresponents a la valoracié del complex Zng-HpCdMT
in vivo obtingut de forma recombinant després d'addicionar 10 eq de Cu(l).

En estadis inicials de la valoracidé s'enregistra un espectre de DC similar, perdo menys
intens en la regié de 260 nm (Fig. 17A), i una especiacio a pH 2.4 (Fig. 17B) propera a |'obtinguda
en la preparacié a oxigenacié normal de Cu-HpCdMT. Per altra banda, és possible reproduir
perfectament |‘espectre de DC enregistrat en les bioproduccions de Cu-HpCdMT a baixa

oxigenacio (Fig. 17D) per a 14 eq de Cu(l) afegits a I'espécie Zng-HpCdMT. Finalment, per 10 eq
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de Cu(l) afegits s'observa una especiacié amb una barreja d'espécies homo i heteronuclears, Zn- i
Zn,Cu-HpCdMT (Fig. 17E i F) semblant a les obtingudes in vivo a baixa oxigenacié pero amb
diferents abundancies relatives. D'aquesta manera, els resultats obtinguts evidencien la
dificultat de desplacar el Zn(ll) pel Cu(l) en I'espécie inicial Znge-HpCdMT.

El conjunt de dades permet afirmar I'existéncia d'una preferéncia de la isoforma HpCdMT

pels metalls divalents Zn(ll) i Cd(ll) i, a la vegada, la seva baixa preferencia per Cu(l).

3.1.1.3. Comportament de HpCuMT envers Zn(ll) i Cd(I1)

A continuacid es presenten els resultats obtinguts en la caracteritzacié dels complexos
Zn- i Cd-HpCuMT obtinguts in vivo, de forma recombinant, i els complexos Cd-HpCuMT
constituits in vitro, mitjancant experiments similars als descrits per HpCdMT.

Les multiples sintesis de la isoforma HpCuMT en medis rics en Zn(ll) donen lloc a tres
tipus de preparacions Zn-HpCuMT. Totes elles presenten practicament el mateix espectre de DC
(Fig. 18), amb una banda poc intensa ca. 240 nm. Tot i aix0, els tres tipus de produccions
difereixen en l'especiacié, detectant-se complexos amb estequiometries que varien de Zns- a
Zn;-HpCuMT, i també en I'abundancia relativa de cada espécie en la mescla. Addicionalment, cal
remarcar que en tots tres tipus de produccié s'observa una divergéncia entre el valor obtingut de
la quantificacié de la proteina per ICP-AES normal o acid, en major o menor quantitat segons la

preparacid, indicant la preséncia de lligands sulfur extres.
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Fig. 18. Espectres de DC i d’ESI-MS corresponents als 3 tipus de produccions obtingudes de la sintesi recombinant de
HpCuMT en medis de cultiu suplementats amb Zn(ll).
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Zn-HpCuMT
Tipus 1 Tipus 2 Tipus 3
ICP-AES Normal Acid Normal Acid Normal Acid
[prot] (M) | 1.35x10™* | 1.26x10™* | 1.32x10™ | 0.81x10™* | 0.61x10™* | 0.49x10™*
Zn/MT 5.0 5.0 4.8 7.5 4.0 4.1
Cd/MT <L.D. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.

Taula 4. Resultats d'ICP-AES corresponents als 3 tipus de produccions obtingudes de la sintesi recombinant de
HpCuMT en medis de cultiu suplementats amb Zn(ll). Les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccid.

Analogament al que succeeix amb Zn(ll), la biosintesi de HpCuMT en medis rics en Cd(ll)
també ha donat lloc a tres tipus de preparacions (Taula 5 i Fig. 19). Un tret comu en totes elles
és la coexistencia de diferents complexos Cd-HpCuMT amb un contingut en cadmi que va de 6
fins a 9 Cd(ll) per proteina. A més, en totes elles, es van detectar espécies Cd,S-HpCuMT que
contenien sulfurs com a lligands addicionals, en bona concordanca amb les diferencies de
concentracié de proteina observades per ICP normal i acid, i que posen de manifest les
dificultats d'aquesta isoforma per formar complexos Cd-MT estables. Les propietats
espectropolarimétriques dels tres tipus de produccions mostren una absorci6 de forma
gaussiana ca. 250 nm caracteristica dels cromofors Cd-SCys per les preparacions de tipus 1i 2, i
en forma d'exciton coupling per al tercer tipus. Presenten, a més, un senyal positiu per sobre
dels 270 nm associat a la presencia de lligands sulfur enllagant Cd. El fet que aquest senyal sigui
més intens en el cas de les preparacions de tipus 3 (Fig. 19) esta en concordangca amb un

contingut significativament major de I'especie CdsS-HpCuMT en solucid (Taula 5).

Cd-HpCuMT

Tipus 1 Tipus 2 Tipus 3

ICP-AES Normal Acid Normal Acid Normal Acid

[prot] (M) | 3.09x10™ | 1.90x10™ | 2.40x10™* | 0.93x10™* | 0.76x10™* | 0.45x10™*
Zn/MT <L.D. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D. <L.D.
cd/mMT 3.9 7.1 3.1 7.8 4.9 8.2

Taula 5. Resultats d'ICP-AES corresponents a les produccions de HpCuMT biosintetitzades en medis rics en Cd(ll). Les
sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccid.
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Fig. 19. Espectres de DC i ESI-MS corresponents als 3 tipus de produccions obtinguts de la sintesi recombinant de
HpCuMT en medis de cultiu suplementats amb Cd(ll).

A diferéncia del que succeeix en el cas de la sintesi de la isoforma HpCdMT en medis rics
en metalls divalents (Zn(Il) i Cd(ll)), on només s'obté una Unica espeécie, les preparacions de
HpCuMT en medis rics en aquests metalls sempre donen lloc a una mescla d'espécies. Aquest
fet, sumat a la preséncia d'un important contingut en espécies Cd,S,-HpCuMT (propietat
caracteristica de les proteines amb marcat caracter de Cu-tioneina), indica per tant, una baixa
preferéncia in vivo de la proteina (HpCuMT) pels metalls divalents Zn i Cd.

Es van dur a terme un conjunt d’experiments in vitro, tant a partir de les bioproduccions
Zn-HpCuMT pel desplagament del Zn(ll) inicialment enllagat per Cd(ll) (Annex 7.1.1., Lamina
7.1.1.4), com l'estudi de I'estabilitat a partir de les produccions dels complexos Cd-HpCuMT
mitjancant experiments d'acidificacié i reneutral-litzacié (Annex 7.1.1., Lamina 7.1.1.5). En el cas
concret dels experiments de desplacament metal-lic, i tot i que en tots els casos es partia d'una
situacid inicial amb mescla d'espécies, I'addicié seqliencial de Cd(ll) a qualsevol de les 3
produccions Zn-HpCuMT va permetre reproduir, en diferents punts de la valoracid, la majoria
d'espécies identificades en les diferents bioproduccions Cd-HpCuMT (Fig. 20). Es va aconseguir
reproduir I'especiacié i la distribucié de les especies Cd-HpCuMT obtingudes in vivo, pero en
canvi, no va ser possible observar la formacié d'aquelles espécies que contenien sulfurs com a
lligands addicionals, Cd,S,-HpCuMT. Probablement, la quantitat de sulfur present en les
produccions en medis rics en Zn(ll) és molt baixa, i per tant, no n’hi ha prou per reproduir les
especies sulfurades amb Cd(ll) (Fig. 20). En canvi, en cap cas va ser possible enregistrar un
espectre de DC similar al de les bioproduccions Cd-HpCuMT. Es rellevant indicar com en tots els
casos, I'addiciéo de Cd(ll) a qualsevol de les preparacions Zn-HpCuMT ddna lloc una mescla
d'espécies amb uns espectres de DC diferents i menys intensos i definits que els respectius dels

agregats Cd-HpCuMT in vivo. Per tant, és aquest fenomen indicatiu d’'un plegament de les
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espécies Cd-MT in vitro diferent i probablement menys eficient que en I'entorn cel-lular,

reforcant aixi la idea de la baixa afinitat d'aquesta isoforma per I'ié Cd(ll).

6 eq de Cd(ll) afegits

12 eq de Cd(ll) afegits

18 eq de Cd(ll) afegits
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onents a la valoracié de la bioproduccié de Zn-HpCuMT de tipus 1 amb Cd(Il)

després d'afegir 6 (vermell), 12 (verd) i 18 (blau) eq. Els espectres de DC de color negre corresponen a les
produccions de A: tipus 1, B: tipus 2 i C: tipus 3 de la Cd-HpCuMT.

Per ultim, per tal d'avaluar I'estabilitat dels complexos Cd- i CdS,-HpCuMT in vivo
formats, es van dur a terme experiments d'acidificacié i posterior reneutral-litzacié (Annex
7.1.1,, Lamina 7.1.1.5) de les diferents preparacions obtingudes, aixi com també I'estudi de la
seva evolucié amb el temps. Els experiments d'estabilitat de la mostra de Cd-HpCuMT al llarg del
temps es presenten de forma més extensa en el Apartat 3.5 d'aquesta Tesi Doctoral. Cal
recordar que els canvis en |'especiacié i el plegament de les preparacions Cd-MT al llarg del
temps, observat en aquestes tres bioproduccions, és un tret caracteristic de les proteines que,
com en el cas de HpCuMT, mostren una gran afinitat per enllagar Cu(l).

L'acidificacié de qualsevol de les 3 preparacions Cd-HpCuMT obtingudes fins a un valor
de pH inferior a 1.0, de manera que s'aconsegueix protonar totalment les cisteines de la proteina
i que descoordini el Cd(ll) inicialment enllagat aixi com I’eliminacio dels lligands sulfurs acid/labils
en forma de HZS,[88] déna lloc en tots 3 casos a un espectre de DC resultant practicament idéntic.
Aguesta empremta de DC obtinguda és homologa a I'enregistrada per 8 eq de Cd(ll) afegits a Zn-
HpCuMT (Fig. 21A). L'especiacio final és també propera a I'obtinguda tant en les preparacions
recombinants de Cd-HpCuMT com en les valoracions, tot i que, d'igual manera que en les
valoracions amb Cd(Il), no aconsegueixen formar els complexos de Cd,S,-MT inicials (Fig. 21B), ni
tan sols després d'afegir 3 eq de lligands S° a la mostra reneutral-litzada. Tots aquests resultats
indiquen la importancia del medi fisiologic per a la formacié d'aquests agregats Cd,S,-HpCuMT i

la gran dificultat d'obtenir-los in vitro.
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Fig. 21. (A) Espectre de DC resultat del procés d'acidificacio i posterior reneutral-litzacié de la preparacié de Cd-
HpCuMT de tipus 2 (negre) i el corresponent després d'afegir 8 eq de Cd(ll) en la valoracié de Zn-HpCuMT (vermell).
(B) Espectre d'ESI-MS obtingut en I'experiment in vitro d'acidificacid i reneutral-litzacié de la produccid de tipus 2 de

la proteina HpCuMT obtinguda en medis de cultiu rics en Cd(ll).

Tots els resultats obtinguts van en la mateixa direccio, indicant una baixa preferéncia de
la proteina HpCuMT per enllagar Cd(ll), tant in vivo com in vitro, ja que no s'observa la formacio
de cap especie Cd-HpCuMT preferent. D'aquesta manera, la proteina HpCuMT acturia
simplement com a lligand multidentat que respon al increment de Cd(ll) en el medi en ambdues

condicions, in vivo i in vitro.

3.1.1.4. Comportament de HpCuMT envers Cu(l)

D'igual manera que en el cas de la biosintesi de la isoforma HpCdMT, la sintesis de
HpCuMT en medis de cultius rics en Cu(ll) es va dur a terme sota dues condicions d'oxigenacid
diferents, normal i baixa, per tal d’observar la relacié entre el contingut en Cu(l) intracel-lular i
els agregats Cu-MT biosintetitzats.

En la biosintesi de HpCuMT en medis rics en Cu(ll) a oxigenacié normal es va identificar,
per ESI-MS, una mescla d'espécies estequiometries que varien de My- a My,-HpCuMT (on M = Zn
+ Cu) (Fig. 22A). Aquestes corresponen, segons les dades d'ICP-AES (Taula 5) i I'espectre d'ESI-MS
enregistrat a pH 2.4 (Fig. 22C), a especies heterometal-liques Cu,Zn-HpCuMT i en menor
proporcié homometal-liques de Zn(ll) (deteccié de la apo-MT). La preparacié d’aquesta proteina
en medis enriquits amb Cu(ll) i en condicions de baixa oxigenacié permet observar un
comportament molt diferent. S'obté essencialment una Unica espeécie, Cuy,-HpCuMT (Fig. 22B)
(en concordanga amb els resultats obtinguts per la técnica d'ICP-AES (Taula 6)), equivalent a
I'especie nativa aillada del cargol terrestre H.Pomatia. L'analisi per ESI-MS a pH acid (Fig. 22D)
d'aquesta bioproduccié mostra I'especie Cu;p-HpCuMT com a majoritaria, també observada en la
preparacid nativa, indicatiu de la labilitat de dos dels ions Cu(l) coordinats a la proteina in vivo, la

qual cosa facilita la seva degradacid un cop purificada (Annex 7.2., Article 1).
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Fig. 22. Espectres d'ESI-MS corresponents a les preparacions recombinants de Cu-HpCuMT en condicions
d’oxigenacio normal a (A) pH 7.0i a (C) pH 2.4, en condicions de baixa oxigenacié a (B) pH 7.0ia (D) pH 2.4

Cu-HpCuMT
Oxigenacié normal Baixa oxigenacio
[prot] (M) 0.80x107* 0.57x107*
ICPcony Zn/MT 2.8 <L.D.
Cu/MT 3.1 12.2

Taula 6. Resultats d’ICP-AES de la caracteritzacié de les produccions de HpCuMT per enginyeria genética en medis
rics en Cu(ll) en ambdues condicions d'oxigenacid, normal i baixa. Les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de
deteccid.

Finalment, pel que fa al replegament d'aguests complexos en medis fisiologics, en
comparar els espectres de DC (Fig. 23) enregistrats per a les dues bioproduccions s'observa una
empremta de DC amb unes bandes molt més intenses i definides per la produccié a baixa
oxigenacid. Aquesta observacié és coherent amb la presencia de I'espéecie Unica Cuy-HpCuMT
amb un elevat grau d'estructuracié. En canvi, 'empremta enregistrada per la produccié de Cu-
HpCuMT a oxigenacid normal, si bé mostra un espectre de DC amb una certa similitud al de Ia
produccié a baixa oxigenacio, I'espectre és molt menys intens i definit, i a més a més, manquen
les absorcions a 230 nm i per sobre de 300 nm. Un espectre de DC amb aquestes particularitats
s'explica i és conseqliéncia directa d'una preparacido amb la preséncia d'un gran nombre

d’espécies heterometal-liques de baixa estructuracid.
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Fig. 23. Espectres de DC corresponents a les preparacions recombinants Cu-HpCuMT en condicions d'oxigenacio
normal (negre) i a baixa oxigenacio (vermell).

També es van realitzar diversos experiments in vitro, consistents en valorar amb Cu(l)
tant les diferents preparacions Zn-HpCuMT (Annex 7.1.1., Lamina 7.1.1.6) com de la preparacio
Cu-HpCuMT obtinguda en condicions d'oxigenacié normal (Annex 7.1.1., Lamina 7.1.1.7), la qual
té un important contingut en Zn(ll). En cap d'aquests experiments no ha estat possible reproduir
I'especie Cu;,-HpCuMT formada in vivo. La valoracié de les diferents bioproduccions de Zn-
HpCuMT, encara que presenten una situacio inicial diferent, exhibeixen en diverses etapes de les
valoracions, espectres de DC comparables que corresponen sempre a una mescla d'espécies
heterometal-liques Zn,Cu-HpCuMT. Si bé en els punts finals de les valoracions les espécies
majoritaries son homometal-liques de Cu(l), sempre s’observa una mescla de diferents
complexos metal-lics on l'especie d’estequiometria més gran és la Cuy-HpCuMT. Durant la
valoracio va ser possible també reproduir els espectres de DC corresponents a les produccions

de Cu-HpCuMT in vivo en dos condicions d'oxigenacio (Fig. 24A i B.)
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Fig. 24. Espectres de DC corresponents a la valoracié de Zn-HpCuMT amb 9 (blau, A) i 16 (blau B) eq de Cu(l) afegits i
als complexos Cu-HpCuMT (negre) obtinguts in vivo a baixa (A) i oxigenacié normal (B).

La valoraciéo amb Cu(l) de la produccié Cu-HpCuMT a oxigenacié normal, que conté una
certa quantitat de Zn(ll) inicialment coordinat, permet reproduir alguns dels espectres de DC i
I'especiacié dels estadis finals de la valoracié de Zn-HpCuMT (Fig. 25), pero en cap cas, I'excés de

Cu(l) déna lloc a la formacié de I'espécie Unica Cuj,-HpCuMT.
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Fig. 25. Espectres de DC enregistrats en la valoracié de Cu-HpCuMT obtinguts en la seva sintesi a oxigenacié normal
amb Cu(l).

Aixi, el conjunt de dades permeten postular que I'especie Cuy,-HpCuMT, aillada de forma
nativa a partir de mostres del cargol H.pomatia, només s’ha pogut reproduir en la biosintesi
recombinant de HpCuMT en medis rics en Cu(ll) a baixa oxigenacid i, en cap cas, ha estat
possible obtenir-la per desplagament metal-lic de I'i6 Zn(ll) inicialment enllacat en les valoracions
de les preparacions Zn-HpCuMT i Cu-HpCuMT (obtinguda a oxigenacié normal) amb Cu(l).
Aguests fets indiquen que, tot i la gran preferéncia in vivo de la isoforma HpCuMT per I'ié Cu(l),
I'espécie Cu-HpCuMT es deu formar probablement directament a partir de la forma apo de la
proteina en medis fisiologics, en comptes de ser el producte del desplacament metal-lic en la

forma Zn-HpCuMT, com habitualment s’ha proposat per diverses MTs.

3.1.1.5. Estudi de la participacio del residu d'His en I'enllac metal-lic de HoCuMT

Es ben conegut que els residus d'His poden actuar com a lligands de certs ions metal-lics
en algunes metal-loproteines. En el cas de les MTs, la seva participacié ha estat ignorada durant
molts anys, probablement degut a que les primeres proteines d'aquesta familia que van ser
descobertes, i de fet les més ampliament estudiades, no presenten cap residu d'histidina en la
seva sequléncia primaria. A mesura que s'ha incrementat el nimero de seqliéencies d'MT
conegudes també ho ha fet el nimero d'elles que mostren algun residu d'histidina, i en
conseqliencia es fa rellevant qliestionar-se la seva possible participacié en I'enllag a metalls.

Amb la finalitat d'estudiar la participacid del residu d'His, present en la estructura
primaria de la isoforma HpCuMT i absent en la isoforma HpCdMT, es va preparar mitjancant
tecniques d'enginyeria genetica una proteina mutant on aquest residu d’His va ser substituit per
un residu d‘Ala, i va ser sintetitzada en E. coli en medis suplementats amb els ions metal-lics
Zn(ll), Cd(I) i Cu(ll). Les seves habilitats coordinants en front de Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) van ser
estudiades de la mateixa manera que amb les dues isoformes anteriorment presentades,
HpCdMT i HpCuMT.

In vivo, el peéptid mutant (HpCuMTmut) en medis rics en Zn(ll) i Cd(ll), mostra

practicament el mateix comportament que en el cas de la proteina no modificada, HpCuMT,
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indicant aixi que aquest residu d'histidina no té un paper rellevant en la coordinacié d’aquests
ions divalents. En ambdds tipus de preparacions M-HpCuMTmut (M=Zn(ll) o Cd(ll)) obtingudes in
vivo s'observa la formacié d’una mescla d’espécies (Fig. 26) amb una especiacié completament
analoga a les trobades en les preparacions Zn- i Cd-HpCuMT in vivo. També es pot afirmar que
existeix un mateix tipus de plegament pels compostos Zn-MT de les dues proteines ja que
ambdues presenten espectres de DC molt similars (Fig. 27A). En un primer moment, no va ser
possible establir aquest tipus de relacié en el cas dels complexos Cd-MT, ja que en contraposar
els espectres de DC entre qualsevol de les tres produccions de Cd-HpCuMT (Fig. 19) i I'empremta
de Cd-HpCuMTmut (Fig. 26B) no s'observa una gran similitud. Tot i aixi, en un experiment
d'estabilitat de Cd-HpCuMTmut es va observar, Fig. 27B, com després de 2 dies a temperatura
constant de 25 °C el plegament de la proteina al voltant del centre metal-lic (espectre de DC)
canvia fins a reproduir amb gran similitud I'empremta de la tercera produccié Cd-HpCuMT.
Potser la major divergencia de comportament entre la isoformar HpCuMT i la forma mutada,
HpCuMTmut, la trobariem en el fet que la produccié6 Cd-HpCuMTmut presenta un major
contingut en especies de tipus Cd,S,-MT, essent CdyS- i CdgS-HpCuMTmut unes de les espécies
principals en solucid, en correspondéncia amb una gran divergéncia entre els dos valors d'ICP-
AES (normal i acid) mesurats (Taula 7). Aquest fet sembla indicar, probablement, un caracter de

Cu-tioneina més marcat per HpCuMTmut que pel seu péptid original no mutat.
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Fig. 26. Espectres de DC corresponents a la biosintesi de HoCuMTmut en medis enrequits en Zn(lIl) (A) i Cd(l1) (B)
respectivament. Espectres d'ESI-MS corresponents a les anteriors preparacions recombinants de Zn- HpCuMTmut (C)
i Cd-HpCuMTmut (D).
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Fig. 27. (A) Espectre de DC corresponents als 3 tipus de preparacions recombinants de HpCuMT en medis rics en
Zn(Il) (tipus 1: negre ratlles, tipus 2: gris i tipus 3: negre) i I'enregistrat a partir de la biosintesi de la isoforma mutada
HpCuMTmut també en medis rics en Zn(lIl) (vermell). (B) Espectres de DC de la 3era bioproduccié de Cd-HpCuMT
(vermell) i I'obtingut a partir de la preparacié de Cd-HpCuMTmut en medis rics en Cd(ll) després de dos dies
d’evolucié a 25 °C en atmosfera inert.

Zn-HpCuMTmut Cd-HpCuMTmut
ICP-AES Normal Acid Normal Acid
[prot] (M) | 2.00x107* | 1.97x107* | 1.69x10™* | 0.60x10™"
Zn/MT 4.9 5.0 <L.D. <L.D.
cd/MT <L.D. <L.D. 31 8.6

Taula 7. Resultats d'ICP-AES de la biosintesi de la proteina HpCuMTmut en medis rics en Zn(Il) i Cd(l1). Les sigles <L.D.
indiquen valors per sota del limit de deteccid.

Per coneixer el comportament in vitro d'aquest polipéptid mutant es van dur a terme
experiments de desplacament metal-lic Zn"/Cd" a partir de la preparacié Zn-HpCuMTmut (Annex
7.1.1., Lamina 7.1.1.8), aixi com I'acidificacié/reneutral-litzacié dels complexos Cd-HpCuMTmut
in vivo (Annex 7.1.1., Lamina 7.1.1.9). En tots els casos la principal caracteristica és I'obtencié
d'una mescla d'espécies amb un contingut metal-lic molt similar a les preparacions Cd-
HpCuMTmut inicials, indicant una baixa preferéncia d'aquesta proteina per a formar especies
estables i estructurades quan coordina Cd(ll). Aixi, les dades obtingudes en I'estudi de la
coordinacié d’ions divalents de HpCuMTmut, a les mateixes condicions que per la proteina
HpCuMT, indiquen una gran similitud entre les dues proteines, remarcant aixi la no participacié
del residu d’His en la coordinacid dels ions metal-lics Cd(ll) i Zn(ll).

La gran preferéncia metal-lica de la proteina mutant de HpCuMT, HpCuMTmut, per Cu(l)
gueda clarament reflectida en la formacié d'especies Cu-HpCuMT homometal-liques en la seva
biosintesi recombinant en medis rics en Cu(l) en ambdues condicions d'oxigenacid, a diferencia
de la no mutada que només dona lloc a especies homometal-liques en condicions de baixa
oxigenacid. A més, cal remarcar que en les produccions en Cu(ll) a oxigenacié normal es possible
detectar I'especie Cuy,-HpCuMTmut (Fig. 28E), molt minoritaria, acompanyada d'altres agregats
heterometal-lics (contingut en Zn(ll) confirmat per les dades d'ICP-AES, Taula 8). A diferéencia del
que passa per la HpCuMT on sota les mateixes condicions es van formar, principalment,

complexos Zn,Cu-HpCuMT de menor estequiometria. En el cas de baixa oxigenacié es forma
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practicament una Unica espécie, Cu;,-HpCuMTmut, acompanyada d'una petita quantitat de Cuqo-

HpCuMTmut.

40 7n Cu-HpCuMTmut - Oxigenacié normal
Cu-HpCuMTmut - Baixa oxigenacio
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Fig. 28. (A) Espectres de DC corresponents a la biosintesi de HoCuMTmut mitjangant técniques d'enginyeria genética
en medis rics en Cu(ll) en condicions d'oxigenacié normal (negre) i de baixa oxigenacié (vermell). Espectres d'ESI-MS
corresponents a les preparacions recombinants de Cu-HpCuMTmut en condicions d’oxigenacié normal a (B) pH 7.0ia
(D) pH 2.4, en condicions de baixa oxigenacié a (C) pH 7.0ia (E) pH 2.4

Cu-HpCuMTmut

Oxigenacié normal | Baixa oxigenacid
[prot] (M) 0.75x107* 0.64x10™*
ICPconv Zn/MT 1.9 <L.D.
Cu/MT 6.5 10.6

Taula 8. Resultats de la caracteritzacio per ICP-AES de les bioproduccions de HpCuMTmut en medis rics en Cu(ll) en
dues condicions d'oxigenacié diferents, normal i baixa. Les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccié.
En aquesta taula es mostren només els resultats corresponents a I'lCP-AES convencional ja que no presenta
diferencia significativa amb els resultats obtinguts en condicions acides.
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Les dades obtingudes en la valoracio de Zn-HpCuMTmut in vivo amb Cu(l) mostren la
reproduccié de les caracteristiques espectroscopiques del dos tipus de produccions

recombinants de Cu-HpCuMTmut (oxigenacié normal i baixa) en diferents etapes de la valoracio.

Zn-HpCuMTmut + 8 Cu(l) '|~ Zn-HpCuMTmut + 9 Cu(l)

40 40 . . .2
/-\ Cu-HpCuMTmut - Oxigenacié normal /jl". Cu-HpCuMTmut - Baixa oxigenacié
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Fig. 29. Espectres de (A) DC de la produccié de Cu-HpCuMTmut sota condicions d'oxigenacié normal (negre) i el
resultant de la valoracié de la preparacié de Zn-HpCuMTmut després d'afegir 8 (vermell) eq de Cu(l). Espectres de (B)
DC de la produccié de Cu-HpCuMTmut en condicions de baixa oxigenacid (negre) i I'obtingut de valorar la preparacio

de Zn-HpCuMTmut amb 9 (vermell) eq de Cu(l).

Considerant el conjunt de resultats obtinguts, tant in vivo com in vitro, queda prou clar
que l'absencia del residu d‘His en HpCuMTmut contribueix a augmentar el caracter de Cu-
tioneina d'aquesta proteina, en comparacié amb la proteina nativa, afavorint la formacié de
I'espécie homometal-lica Cui,-HpCuMTmut, molt més estable inclis en condicions d'oxigenacié
normal. Per tant, es pot concloure que la presencia del residu d'His en el peptid HpCuMT, que en
conjunt té una gran habilitat per a enllagar Cu(l), confereix a aquesta isoforma unes propietats
que li faciliten I'alliberament de part del Cu(l) enllagat, una propietat que pot ser essencial si es
té en compte el putatiu rol de HpCuMT en la transferéncia de Cu(l) a altres biomolécules que
requereixin aquest i6 metal-lic, com el cas de '"hemocianina, que també s’expressa de manera
Unica en els rogocits. Tanmateix, els resultats aqui mostrats demostren, un cop més, que les
propietats enllacants d’una proteina poden variar significativament per la mutacié d'un sol
aminoacid de la cadena polipeptidica, demostrant aixi la importancia del conjunt d’aminoacids
de la proteina, no només dels residus de Cys coordinants, en la determinacié de les

caracteristiques de les MTs.

3.1.1.6. Estabilitat dels complexos Cdg-HpCdMT i Cu,-HpCuMT

Per tal d’estudiar I'estabilitat de les especies Cdg-HpCdMT i Cui,-HpCuMT, obtingudes
tant a partir de I'organisme natiu com en les produccions recombinants aqui mostrades, es va
realitzar un experiment preparant una mescla equimolar d'ambdues espéecies, mantenint la
temperatura constant de 25 °C i sota atmosfera inert. La mescla es va analitzar per ESI-MS tant a
Iinici de I'experiment, just després de fer la barreja de preparacions, com després de més de 20

hores (Fig. 30). Els resultats obtinguts confirmen que no hi ha hagut intercanvi metal:-lic entre les
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espécies presents en solucio, aixi com tampoc s'ha observat la perdua del contingut metal-lic de

cap dels complexos ni cap tipus de degradacio dels mateixos.
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Fig. 30. Espectres d’ESI-MS d’una mescla equimolar dels complexos Cdg-HpCdMT i Cu;,-HpCuMT biosintetitzats de
forma recombinant en medis rics en Cd(ll) corresponents a la mesura a temps inicial (A) i després de 2 (B) i 20 h(C).

La integritat dels dos tipus d'agregats en solucié després de 20 h permet concloure que
els dos complexos de HpMT posseeixen una excepcional estabilitat, alhora que una baixa labilitat
dels ions coordinats, atribuible a la gran preferencia metal-lica de HpCdMT i HpCuMT pels ions
Cd(ll) i Cu(l), respectivament. Aixi la seva possible funcio fisiologica en relacid als metalls Cd(ll) i
Cu(l) no es veu uUnicament condicionada pel teixit on es sintetitzen, sind també per la seva
seqliéncia que marca una especificitat metal-lica clarament diferenciada.

Els resultats mostrats i discutits en aquest capitol amb les dues isoformes d’H.pomatia,
HpCdMT i HpCuMT, indiquen que, tot i que ambdues isoformes tenen el mateix nimero de Cys,
responsables de la coordinacié dels ions metal-lics, en posicions analogues, cadascuna de les
isoformes mostra una clara especificitat metal-lica contraposada, la qual cosa indica que les
seves diferencies coordinants son també degudes a la resta d’aminoacids de la seqiiéncia. Aixi,
les dades obtingudes permeten confirmar que la isoforma HpCdMT presenta unes

caracteristiques coordinants molt diferents de les de HpCuMT, amb una clara preferéncia pels
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ions divalents, mentre que HpCuMT la presenta pel Cu(l), si bé, el residu d’His probablement
facilita I'alliberament controlat de Cu(l) quan sigui necessari.

Finalment, les grans diferéncies per coordinar els ions metal-lics Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l)
determinades per aquestes dues seqliencies d'MTs que presenten el mateix n? de Cys i
completament alineades permetria identificar els factors que determinen la seva especificitat

metal-lica (veure apartat 3.1.4.).

3.1.2. Estudi de la capacitat coordinant de les diferents isoformes d'MT del

gastropode terrestre Cornu aspersum: CaCdMT, CaCdCuMT i CaCuMT

En el cargol terrestre Cornu aspersum s'ha descrit I'existéncia d'un sistema d'MTs
consistent en la sintesi de 3 isoformes diferents (Introduccié, Apartat 1.2.1.1.). Dues de les
isoformes presents en aquest organisme, que han estat anomenades CaCdMT i CaCuMT degut a
qgue en forma nativa s’han aillat enllagcant Cd(ll) i Cu(l), respectivament, presenten una gran
analogia seqliencial amb les isoformes aillades del cargol terrestre H.pomatia, HpCdMT i
HpCuMT (Apartat 3.1.1). La tercera isoforma de C.aspersum, que aillada de I'organisme es troba
enllagant tant Cd(Il) com Cu(l), ha estat anomenada CaCdCuMT. Els principals resultats relatius a
la caracteritzacié de les 3 isoformes d'MT del cargol C.aspersum es troben recopilats en I'Annex

7.1.2.

3.1.2.1. Comportament de les isoformes CaMTs envers Zn(ll)

Seguint I'estrategia experimental dissenyada per a I'estudi de les propietats coordinants
in vivo (en medi fisiologic) de les diferents metal-lotioneines vers diversos ions metal-lics
(Introduccio, apartat 1.3.), es va procedir a la biosintesi recombinant de les corresponents
CaMTs (CaCdMT, CaCuMT i CaCdCuMT) en medis rics en Zn(ll). Els primers resultats obtinguts
van permetre observar un comportament divergent entre la proteina CaCdMT i les altres dues
isoformes, CaCdCuMT i CaCuMT, enfront la coordinacié d’aquest i metal-lic divalent. En la
preparacié recombinant de Zn-CaCdMT es forma preferentment, com a Unica espécie, el
complex Zng-CaCdMT (Fig. 31), mentre que en les bioproduccions de Zn-CaCuMT i Zn-CaCdCuMT
s’obté una mescla d'espécies on coexisteixen complexos d'estequiometries Zng-, Zns-CaCuMT i
Zng-, Zns-, Zns-CaCdCuMT, respectivament (Fig. 31). Tot i aixi, en tots els casos el complex
majoritari és I'espécie Zng-CaMT, degut principalment a que totes les isoformes considerades
tenen el mateix numero de Cys. Aquesta diferéncia observada enfront la coordinacié a Zn(ll)
també es fa evident quan es comparen els espectres de DC de les corresponents preparacions
(Fig. 31). Mentre que les preparacions Zn-CaCuMT i Zn-CaCdCuMT, que sdén completament

analogues, donen lloc a un espectre practicament pla per sobre de 230 nm, tipic de les proteines
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amb un marcat caracter de Cu-tioneines, 'empremta de DC de I'espécie Unica Zng-CaCdMT in
vivo mostra una banda gaussiana molt intensa centrada a 240 nm, absorcié tipica dels cromofors
Zn(Cys)s, que correspon a un complex molt més estructurat que els agregats Zn-CaMT obtinguts
per a les altres dues isoformes. Aquest espectre de DC s’ha observat també per a I'espécie Zng-
HpCdMT obtinguda de forma recombinant (Fig. 32), indicant aixi una certa similitud en el
plegament de les dues proteines al voltant dels ions Zn(ll). Finalment cal remarcar que, mentre
gue les preparacions Zn-CaCdMT i Zn-CaCdCuMT no presenten divergencies significatives entre
els resultats quantitatius mitjancant ICP-AES de manera convencional i acida, si que s’observa
una certa divergéncia entre els dos valors d'ICP-AES de la preparacié de Zn-CaCuMT (Taula 9).
Aquesta divergencia indica la possible preséncia de lligands sulfur a la mostra, encara que cap
altra dada experimental ho confirmi (DC o ESI-MS), caracteristica atribuida a les
metal-lotioneines amb un marcat caracter de Cu-tioneina.

Aixi, la formacié preferent d'una Unica espécie Zng-CaCdMT amb especial estabilitat és
indicatiu d'una major preferéncia metal-lica d'aquesta isoforma enfront Zn(ll). Clarament les
altres dues isoformes, CaCdCuMT i CaCuMT, presenten una baixa afinitat per I'id metal-lic Zn(ll)
essent més marcada per la proteina CaCuMT per la presencia d'ions sulfur a la mostra que és

reflex de I'existéncia d’un caracter de Cu-tioneina significatiu.

Zn-CaCdMT Zn-CaCdCuMT Zn-CaCuMT
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Fig. 31. Espectres (A, B, C) d’ESI-MS enregistrats a pH 7.0 i espectres (D, E i F) de DC corresponents a les respectives
preparacions recombinants de les 3 isoformes d'MT provinents de I'organisme C.aspersum en medis de cultiu rics en
Zn(l1).

Zng-HpCdMT in vivo
Zng-CaCdMT in vivo

220 730 240 250 260 270 260 290 300 310 32C
anm}
Fig. 32. Espectre de comparacio de DC de les especies Uniques Zng-HpCAMT (negre) i Zng-CaCdMT (vermell)
obtingudes respectivament de forma recombinant en medis de cultiu suplementats amb Zn(ll).
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Zn-CaCdMT | Zn-CaCdCuMT | Zn-CaCuMT
[prot] (M) 2.67x10™ 2.46x10" M 3.13x10™
Zn/MT 5.5 5.0 4.9
'CPeony cd/MT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT <L.D. <L.D. <L.D.
[prot] (M) 2.70x10™ 2.52x107* 2.46x107"
Zn/MT 5.3 4.9 6.2
ICP3ciq
cd/mMT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT <L.D. <L.D. <L.D.

Taula 9. Dades d’'ICP-AES en condicions convencials i acides corresponents a la caracteritzacié de les bioproduccions
en medis rics en Zn(ll) de les tres isoformes d'MT de |'organisme C.aspersum, CaCdMT, CaCdCuMT i CaCuMT. Les
sigles <L.D. signifiquen que la mesura es troba per sota del limit de deteccid.

3.1.2.2. Comportament de les isoformes CaMTs envers Cd(ll)

Es va estudiar la coordinacio de I'ié divalent Cd(ll) a les 3 isoformes d'MT presents en els
teixits de I'organisme C.aspersum de dues maneres diferents: i) a partir de la caracteritzacié de
les especies Cd-CaMTs formades in vivo en la sintesi de les diferents proteines en E. coli en medis
suplementats amb Cd(ll); ii) mitjancant la caracteritzacié dels complexos Cd-CaMTs obtinguts in
vivo després d'un procés d'acidificacié i posterior reneutrallitzacié de les respectives
preparacions Cd-CaMTs; iii) a partir del desplacament metal:lic de Zn(ll) per Cd(Il) a partir de les
corresponents formes Zn-CaMTs recombinants.

La informacid extreta de la caracteritzacié de les preparacions recombinants Cd-CaMTs
en medis de cultiu rics en Cd(ll) indica, tal i com era d’esperar, una major especificitat metal-lica
de CaCdMT per I'ié divalent Cd(ll) en medis fisiologics que les altres dues isoformes, CaCdCuMT i
CaCuMT. In vivo, s'obté com a Unica espécie el complex Cdg-CaCdMT (Fig. 33), que mostra una
empremta de DC amb una absorcid centrada a 220(+) nm, corresponent a la cadena
polipeptidica, i una senyal de tipus exciton coupling (forma de derivada) a 250 nm caracteristica
dels cromofors Cd(Cys)s ben estructurats.

Per altra banda, en la caracteritzacié de les preparacions Cd-CaCuMT i Cd-CaCdCuMT es
va observar un comportament molt diferent a I‘exhibit per la isoforma CaCdMT. Mostren la
formacié d’una mescla de varies especies Cd-MT, algunes d’elles contenint S* com a lligands
addicionals (Fig. 33). Les mesures quantitatives d'ICP-AES (Taula 10) indiquen la preséncia d'un
gran contingut en sulfurs en ambdues preparacions (identificat per la divergéncia determinada
entre la concentracié de proteina quan es mesura segons ICP.y,, i ICPsq). Aquesta diferéncia
resulta ser més important en la bioproduccié de Cd-CaCdCuMT. Es confirma en observar, per
una banda, les especies identificades en els espectres de masses enregistrats (formacié de CdgS-
i CdgS-CaCdCuMT vers la formaciéo de CdgS-CaCuMT, Fig. 33B i C). Per l'altra, s'observa una

absorcio en els espectres de DC (Fig. 33E i F) en la regié de 280 nm (corresponent a enllacos Cd-
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S¥) més intensa, tot i que lleugerament, per la mostra de CaCdCuMT en comparacié amb el de la
preparacié de Cd-CaCuMT. En vista dels resultats obtinguts es pot afirmar que les preparacions
Cd-CaCdCuMT i Cd-CuMT mostren un major contingut metal-lic que les respectives preparacions
en medis rics en Zn(ll), si bé cadascuna de les proteines conté diferents complexos com a
especies majoritaries: Cdg- i Cd7-CaCdCuMT enfront de Cd;- i Cdg-CaCuMT. En referencia als
espectres de DC enregistrats per Cd-CaCdCuMT i Cd-CuMT, clarament diferents de la preparacio
Cd-CaCdMT, mostren una certa similitud en les seves absorcions, amb una banda gaussiana a
250 nm (corresponent als cromofors Cd(Scys)s) i una més ampla a 280 nm (caracteristica de la
preséncia de lligands S a la mostra). La menor intensitat dels senyals corresponents a la
preparacié Cd-CaCdCuMT suggereixen un grau d’estructuracido menor que el de la preparacié Cd-

CaCuMT.

Cd-CaCdMT Cd-CaCdCuMT Cd-CaCuMT

- Cds A c d7Cd8 O- o, o
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Fig. 33. Espectres (A, B, C) d’ESI-MS enregistrats a pH 7.0 i espectres de (D, E i F) DC corresponents a la caracteritzacio
de les respectives preparacions recombinants de les 3 isoformes de I'organisme C.aspersum en medis de cultiu rics
en Cd(Il).

Es important remarcar com les preparacions que contenen sulfurs, Cd-CaCdCuMT i Cd-
CaCuMT, pateixen variacions al llarg del temps a temperatura ambient, tant en l'especiacié
present en soluci6 com en les caracteristiques espectroscopiques observades (ampliat a
I’Apartat 3.1.4.). Aquest fenomen, préviament descrit per altres MTs,[159] i associat a aquelles
amb un marcat caracter de Cu-tioneina, no afecta a l'espécie Cdg-CaCdMT obtinguda de forma

recombinant, essent estable al llarg del temps i indicant aixi un major caracter de Zn-tioneina.
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Cd-CaCdMT | Cd-CaCdCuMT | Cd-CaCuMT
[prot] (M) 1.82x10™ 3.23x10™* 2.10x10™
Zn/MT <L.D. <L.D. <L.D.
ICPconv
cd/MT 5.4 3.2 4.5
Cu/MT <L.D. <L.D. <L.D.
[prot] (M) 1.75x10™ 1.21x10™ 1.28x10™
Zn/MT <L.D. <L.D. <L.D.
ICPxcig
Cd/MT 6.5 8.3 7.4
Cu/MT <L.D. <L.D. <L.D.

Taula 10. Dades d’ICP-AES en condicions convencials i acides corresponents a la caracteritzacié de les bioproduccions
en medis rics en Cd(ll) de les tres isoformes d'MT de I'organisme C.aspersum, CaCdMT, CaCdCuMT i CaCuMT. Les
sigles <L.D. signifiquen que la mesura es troba per sota del limit de deteccid.

Per tal d’estudiar I'estabilitat dels complexos Cd-CaMT i el possible rol dels lligands > en
la seva estructuracid, es va realitzar un experiment d'acidificacié de les diferents preparacions
Cd-CaMT in vivo des d'un pH inicial d'aproximadament 7.0 baixant fins a un pH inferior a 1.0 (per
eliminar tots els lligands acid-labils S en forma de H,S gas). Els espectres de DC enregistrats
durant les diferents addicions de HCl en el procés d’acidificacié de les bioproduccions de les 3
isoformes CaMT en medis rics en Cd(ll) revelen un comportament molt diferent de 'espéecie
Unica Cdg-CaCdMT obtinguda in vivo en comparacié amb els agregats Cd-MT corresponents a les
altres dues proteines, Cd-CaCdCuMT i Cd-CaCuMT. En concret, s'observa com I'empremta de DC
de les preparacions Cd-CaCuMT i Cd-CaCdCuMT canvien des de les primeres addicions d’acid
(Fig. 34) a causa de I'eliminacié progressiva dels anions S”. Per altra banda, les propietats
espectroscopiques de l'especie Cds-CaCdMT, obtinguda de forma recombinant, es veuen
practicament inalterades fins a pH 5.0, en concordanga amb |'abséncia d'ions sulfur en la mostra,
indicant d’aquesta manera la gran estabilitat i estructuracié d'aquest complex metall-MT. El
diferent comportament de les isoformes CaCdCuMT i CaCuMT respecte la CaCdMT és reflexa
també en el procés de reneutral-litzacid, on tan sols va ser possible recuperar |'espécie Cde-
CaCdMT (Fig. 35A i B) amb les propietats espectroscopiques intactes, a diferéncia de les altres
dues isoformes que mostren una degradacié evident. Es confirma, un cop més, la presencia i
labilitat dels lligands sulfur en les preparacions recombinants Cd-CaCuMT i Cd-CaCdCuMT, a més
d'indicar, a través dels canvis en les propietats espectroscopiques observades en la seva
acidificacio, la influéncia i participacié d'aquests lligands sulfur extres en |'estructuracié dels

citats complexos Cd-MT.
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Fig. 34. Espectres de DC corresponents al procés d'acidificacié lenta de les bioproduccions de les diferents isoformes
d'MT, CaCdMT (A), CaCdCuMT (B) i CaCuMT (C), en medis de cultiu rics en I'id metal-lic divalent Cd(ll).

Addicionalment, per tal de coneixer el comportament enllacant en medis no
fisiologics/cel-lulars, o sigui in vitro, de les tres isoformes d'MT presents en el cargol terrestre
C.aspersum es va dur a terme la valoracid de les corresponents preparacions Zn-CaMTs
mitjancant addicions de volums coneguts d'una solucié de Cd(ll). Els resultats obtinguts en
aquest desplacament metal-lic de Zn(ll) per Cd(ll) permeten diferenciar una vegada més el
comportament de la isoforma CaCdMT vers 'observat per CaCuMT i CaCdCuMT. La caracteristica
essencial que marca aquest comportament diferent és I'obtencié del complex Cdg-CaCdMT en
afegir 6 eq de Cd(ll) a partir d’una solucié que conté |'espécie Zng-CaCdMT (Fig. 35B), mentre que
en les isoformes CaCdCuMT i CaCuMT, com el punt de partida és una barreja d’espécies Zn-MT,
és normal que en cap cas sigui possible obtenir una Unica espéecie Cd-MT. A més de formar-se el
complex Cde-CaCdMT com a Unica espécie en solucid, que presenta la mateixa estequiometria i
les mateixes caracteristiques espectroscopiques (empremta de DC caracteristica amb un exciton
coupled centrat a 250 nm) que I'espécie Cdg-CaCdMT, obtinguda mitjancant sintesi recombinant
en medis de cultiu rics en Cd(ll) (Fig. 35A). L'efecte d'afegir més equivalents un cop s’ha format
I'especie Cdg-CaCdMT és minim (Annex 7.1.2., Lamina 7.1.2.1), formant-se una petita quantitat
de I'especie Cd;-CaCdMT i amb canvis poc significatius en els espectres de DC (mateix efecte
observat en les valoracions de HpCdMT amb Cd(ll) (Seccié 1.1.1.)). Un fet molt rellevant que
indica I'’elevada especificitat d'aquesta isoforma per enllagcar Cd(ll) és la seva gran similitud amb
la proteina HpCdMT, caracteritzada anteriorment com a Zn-tioneina amb especial afinitat pel
Cd(ll) (s'amplia a I'Apartat 3.1.4.), tant en la formacid de les seves especies Zng-MT i Cde-MT in
vivo, com de la Cdg-MT in vitro, reproduint-se al mateix temps exactament I'empremta de DC
d'ambdds complexos (Fig. 35A). L'abséncia de sulfur inorganic en la preparacié recombinant de
Cds-CaCdMT (no hi ha divergéncia significativa en els valors d'ICP en les dues condicions), aixi
com l'estabilitat de Il'especie  Cdg-CaCdMT in  vivo després del procés

d'acidificacié/reneutral-litacio, en qué es recupera el complex Cde-MT amb les seves propietats
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espectroscopiques intactes (Fig. 35A i C), permet confirmar la seva extremadament marcada

especificitat per enllagar Cd(ll), tant in vivo com in vitro.
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Fig. 35. (A) Espectres de DC de I'especie Unica Cdg-HpCdMT (negre) i Cdg-CaCdMT (vermell) obtingudes a partir de la
sintesi recombinant d'aquestes proteines en medis de cultiu rics en Cd(ll), i els corresponents al procés d'acidificacid i
reneutral-litzacié del complex Cdg-CaCdMT in vivo (verd) i de la valoracié de I'espécie Zng-CaCdMT recombinant
després d'afegir 6 eq de Cd(ll) (blau). Espectres d'ESI-MS enregistrats per I'especie Cdg-CaCdMT in vivo acidificada i
reneutral-litzada a pH 7.0 (B) i de la valoracio de I'espécie Zng-CaCdMT obtinguda de forma recombinant en afegir 6
eq de Cd(lI) (C).

Per contra, I'estudi del bescanvi metal-lic Zn"/Cd" en les isoformes CaCdCuMT i CaCuMT,
a partir de les seves formes Zn-MT in vivo (Annex 7.1.2., Lamina 7.1.2.2 i 7.1.2.3), mostra que en
addicionar Cd(Il) no s’assoleix la saturacio dels espectres de DC en cap de les dues valoracions.
Tot i aix0, si succeeix en els espectres d’'UV-Vis per als 5 eq de Cd(ll) afegits, on I'especiacio de les
mostres esta representada per una mescla amb una gran varietat de complexos Cd-MT (Fig. 36B
i C), la qual pateix lleugeres variacions en la intensitat de les espécies quan s’afegeix més Cd(ll).
Els espectres de DC enregistrats després de I'addicié de 5 eq de Cd(ll) (Fig. 36A) a ambdues
isoformes presenten una banda gaussiana a 250 nm (positiva i molt poc intensa per CaCuMT i
negativa per CaCdCuMT) corresponent als cromofors Cd-Scys, juntament amb una segona banda
a 270-280 nm present en totes dues empremtes, corresponent a la preséncia de cromofors Cd-
S%, indicant d'aquesta manera la probable preséncia de S inorganic en les preparacions inicials
Zn-CaMT, tot i que per a la preparacié Zn-CaCdCuMT no hi havia altres evidéencies que ho
confirmessin (no es van detectar ni per ICP-AES ni per ESI-MS). Pel que fa a la reproduccid de les
preparacions Cd-MT in vivo a partir del desplacament Zn"/Cd", tot i que durant la valoracié de
Zn-CaCuMT es van poder enregistrar espectres de DC semblants als de Cd-CaCuMT in vivo (Fig.
37A), fet no observat en la valoracié de Zn-CaCdCuMT (Fig. 37B), la baixa especificitat per Cd(ll)
d'aquestes dues proteines es veu reflectida en l'enregistrament d'uns espectres de DC poc

intensos i poc definits, un efecte més important en el cas de CaCuMT. Els espectres d’ESI-MS
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enregistrats en tots els punts d’ambdues valoracions indiquen la preséncia d’'una mescla de varis
complexos metal-lics de molt baixa intensitat, probablement degut a que les espécies presents

son poc estables en les condicions d’ESI-MS assajades.
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Fig. 36. (A) Espectres de DC corresponents a la valoracié de les preparacions Zn-CaCuMT (rosa) i Zn-CaCdCuMT (blau)
en afegir-hi 5 eq de Cd(Il) a cadascuna. Espectres d'ESI-MS enregistrats després d'addicionar 6 eq de Cd(ll) a una
solucio de les preparacions Zn-CaCuMT (B) i Zn-CaCdCuMT (C).
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Fig. 37. (A) Espectres de DC corresponents a la preparacié recombinant Cd-CaCuMT (negre) i el resultant de la
valoracié de la bioproduccié de Zn-CaCuMT després d'afegir 16 eq de Cd(ll) multiplicat per 2,5 (vermell). (B)
Espectres de DC de la preparacio de Cd-CaCdCuMT en un medi de cultiu ric en Cd(ll) (negre) i els enregistrats en
afegir 7 (vermell) i 12 eq de I'ié Cd(ll) (verd) a una solucio de la preparacié Zn-CaCdCuMT recombinant.

3.1.2.3. Comportament de les isoformes CaMTs envers Cu(l)

Totes 3 isoformes d'MT de l'organisme C.aspersum van ser biosintetitzades en medis de
cultiu rics en Cu(ll) sota dues condicions d'oxigenacio diferents, normal i baixa, per tal d'obtenir
els corresponents complexos Cu-CaMTs in vivo. La caracteritzacid quimica d'aquests aporta
informacié valuosa sobre la coordinacié a I'i6 Cu(l) en medis fisiologics de les diferents
metal-lotioneines.

La bioproduccié de la isoforma CaCdMT, que en base a les dades anteriors mostra una
gran preferencia pels ions metal-lics divalents Zn(ll) i Cd(ll), presenta sota totes dues condicions
d'oxigenacié la formacié d'una mescla d'especies heterometal-liques Zn,Cu,-CaCdMT (on x+y té
un valor que varia de 8 a 12) (Fig. 38B i E). La principal diferéncia entre aquestes dues

bioproduccions és que la sintesi a baixa oxigenacié conté una major quantitat de Cu(l) i menor
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de Zn(ll) que en condicions d’oxigenacié normal, segons les dades d'ICP-AES (Taula 11), donant
lloc aixi a la formacié de complexos de major contingut en Cu(l) (Fig. 38E i F). Quan es
compararen els espectres de DC d'ambdues produccions (Fig. 38A i D) s'observa una gran
similitud en les seves absorcions, mostrant una banda (un colze) a 240 nm i dues absorcions
addicionals, una positiva ca. 260 nm i una altra negativa per sobre dels 280 nm, tipiques de la
coordinacio a Cu(l) a les MTs. No obstant, aquestes dues empremtes de DC difereixen en la seva
intensitat, essent més gran en el cas dels complexos in vivo biosintetitzats en condicions
d'oxigenacié normal, indicant aixi un major grau de replegament o estructuracié. La radé de que
es formin compostos més ben estructurats en condicions d’oxigenacié normal podria trobar-se
en un major contingut en Zn(ll) a la mostra, que amb la seva coordinacié tetraédrica

probablement provoqui la formacié d’uns agregats metal-lics més rigids.
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Fig. 38. Espectres de DC (A i D) i d’ESI-MS (B, C, E i F) enregistrats a pH 7.0 i 2.4 corresponents a la caracteritzacié de
les respectives preparacions recombinants de la isoforma CaCdMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) en dos condicions
d'oxigenacié, normal (=0,) i baixa (1, 0,).

Cu-CaCdMT | Cu-CaCdCuMT | Cu-CaCuMT
[prot] (M) | 0.90x10™ 1.83x10™ 1.51x10™
Zn/MT 2.2 1.1 1.3
20, | ICPcony
cd/mMT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT 6.8 10.8 10.0
[prot] (M) | 1.10x10-4 0.45x10™ 0.77x10™
Zn/MT 1.2 <L.D. <L.D.
VO: | 1CPxm cd/MT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT 8.8 12.3 13.5

Taula 11. Recull de les dades d’ICP-AES en condicions convencionals (les acides no es mostren ja que no presenten
diferéncies significatives) obtingudes en la caracteritzacio de les bioproduccions recombinants en medis rics en Cu(ll)
en ambdéds condicions d'oxigenacio, normal (=0,) i baixa ({,0,), de les tres isoformes d'MT, CaCdMT, CaCdCuMT i
CaCuMT, de I'organisme C.aspersum. Les sigles <L.D. signifiquen que la mesura es troba per sota del limit de
deteccid.
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En les preparacions recombinants de Cu-CaCdCuMT i Cu-CaCuMT es van obtenir resultats
comparables, amb lleugeres diferéncies. Es detecta que en aquestes bioproduccions hi ha una
gran dependéncia entre la formacié dels complexos Cu-MT i el nivell d'oxigenacié en els medis
de cultiu emprats. Els complexos Cu-MT in vivo obtinguts en condicions d'oxigenacié normal
corresponen principalment a agregats homometal-lics Cuq,- i Cuip- per ambdues isoformes, i
acompanyades per petites quantitats d'altres espécies heterometal-liques de Zn(ll) i Cu(l),
segons la informacié aportada pels espectres d'ESI-MS enregistrats a pH 2.4 i pH 7.0 (Fig. 39, Fig.
40). Per altra banda, a baixa oxigenacié es formen complexos homometal-lics, I'espécie Unica
Cu1,-CaCuMT i la mescla de Cujo- a Cuy4-CaCdCuMT, amb una absencia total de Zn(ll) i una
concentracio de proteina més baixa, segons les dades d'ICP-AES. En la comparacié dels espectres
de DC es pot observar una gran similitud en el nimero i la posicié dels senyals (caracteristics dels
complexos Cu-MT) que presenten les empremtes de totes 4 produccions. Concretament, es pot
apreciar una similitud molt més gran entre les produccions Cu-CaCdCuMT i Cu-CaCuMT
obtingudes en les mateixes condicions d'oxigenacid, indicant aixi que el grau d’oxigenacié
determina forca l'estructuraciéo dels agregats. D'aquesta manera els complexos formats a
oxigenacid normal presenten unes bandes més intenses i definides que les dutes a terme a baixa
oxigenacid, al igual que en la produccié Cu-CaCdMT, probablement també degut a la preséncia

de Zn(ll) coordinat.
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Fig. 39. Espectres de DC (A i D) i d’ESI-MS (B, C
les respectives preparacions recombinants de la isoforma CaCdCuMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) en dos

, EiF) enregistrats a pH 7.0 i 2.4 corresponents a la caracteritzacié de

condicions d'oxigenacid, normal (=0,) i baixa ({,0,).
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Fig. 40. Espectres de DC (Ai D) i d’ESI-MS (B, C, E i F) enregistrats a pH 7.0 i 2.4 corresponents a la caracteritzacié de
les respectives preparacions recombinants de la isoforma CaCuMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) en dos condicions
d'oxigenacié, normal (=0,) i baixa (1, 0,).

Es van estudiar les propietats de coordinacio in vitro a Cu(l) de les diferents isoformes
d'MT de C.aspersum a través d'una valoracié on es provoca el desplacament metal-lic de Zn(ll),
inicialment enllacat a la proteina, per addicié de diferents equivalents d'un complex de Cu(l). Les
dades experimentals obtingudes en la valoracié de I'espécie Zng-CaCdMT in vivo amb Cu(l)
(Annex 7.1.2., lamina 7.1.2.4) mostren una baixa preferéncia d'aquesta isoforma per a formar
especies estables quan enllaga Cu(l), en un procés molt similar a la valoracié amb aquest metall
de la Cd-MT del cargol terrestre H.pomatia descrit anteriorment (Apartat 3.1.1.2.). En cap cas es
va observar la formacié d’'un complex Cu-CaCdMT amb especial estabilitat o rellevancia,
obtenint-se sempre una mescla de diverses espeécies. Tot i que s'aconsegueix reproduir els
espectres de DC i I'especiacié obtinguda en les bioproduccions de Cu-CaCdMT (Fig. 41, on
s’observa la reproduccié dels espectres de DC de la produccié Cu-CaCdMT a oxigenacié normal
quan s’addicionen 13 eq de Cu(l) a Zn-CaCdMT, i la reproduccio de I'especiacié dels complexos
Cu-CaCdMT obtinguts in vivo a baixa oxigenacid per 8 eq de Cu(l) afegits), els espectres d'ESI-MS
mostren la dificultat de desplacar el Zn(ll) inicialment enllacat, que no s'aconsegueix en cap cas, i
la desestructuracio dels complexos metal-lics formats més enlla de I'addicié de 14 eq de Cu(l),

amb l'aparicié de I'apo-proteina.
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Fig. 41. (A) Espectres de DC corresponents a les produccions recombinants de CaCdMT en medis rics en Cu(l) a baixa
oxigenacié (negre) i oxigenacié normal (vermell), aixi com els enregistrats en la valoracié de I'espécie Unica Zng-
CaCdMT amb Cu(l) en afegir 8 (verd) i 13 (blau) eq de Cu(l) afegits. Espectres de masses enregistrats a pH 7.0 (B) i a
pH 2.4 (C) corresponents a I'addicié de 8 eq de Cu(l) a una solucié de Zng-CaCdMT in vivo.

En el cas de les altres dues isoformes, CaCdCuMT i CaCuMT, que ja presentaven amb
Zn(ll) i Cd(ll) caracteristiques atribuibles a péptids amb caracter de Cu-tioneina, es confirma la
seva preferéncia per enllagar Cu(l) amb els experiments de desplacament metal-lic zn"/Cu'
(Annex 7.1.2., lamina 7.1.2.5 i 7.1.2.6). Si bé cadascuna d'elles presenta trets caracteristics i
diferenciats, en tots dos casos s'observa la formacié d'un primer senyal de DC caracteristic i
habitual quan Cu(l) s’enllaca a les MTs, després d'afegir el primer equivalent de Cu(l) a les
respectives solucions de Zn-CaMT. Posteriors addicions de Cu(l), aproximadament fins a 10 eq
per la isoforma CaCuMT i 7 eq per la CaCdCuMT, provoquen el creixement dels senyals
préeviament formats conservant-se el mateix nombre de bandes i en les mateixes posicions
observades per als primers equivalents. A partir d’aquests punts de la valoracid, I'excés de Cu(l)
provoca que les bandes de DC formades comencin a decréixer en intensitat i en tots dos casos
comencga a formar-se un colze a una longitud d'ona d'aproximadament 230 nm. Els espectres
d’ESI-MS d’aquesta darrera fase de la valoracié indiquen la desestructuracié dels clusters
formats, donant lloc en tots el casos a espécies amb menor contingut metal-lic i fins i tot I'apo-
forma. Finalment, en referéncia als senyals de DC observats, la similitud observada entre les
enregistrades en ambdues valoracions és indicativa de la formacié d'espécies amb un plegament

en solucido molt semblant.
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En el cas concret de la valoracid amb Cu(l) de la preparacié Zn-CaCdCuMT, ha estat
possible reproduir els espectres de DC dels complexos Cu-CaCdCuMT in vivo obtinguts en
condicions de normal i baixa oxigenacid, en concret, en l'addici6 de 8 i 11 eq de Cu(l),
respectivament (Fig. 42A), tot i que I'especiacio observada no correspongui amb la determinada
in vivo (Fig. 42B i D). En I'analisi dels espectres de masses es detecta, després d'afegir a la solucio
10 eq de Cu(l), per primera vegada l'especie Cu;,-CaCdCuMT com a complex majoritari
(juntament amb Cu;9-CaCdCuMT) d'una mescla de diferents espécies (Fig. 42C i E). L'estudi de les
especies identificades en solucié per ESI-MS també mostra la necessitat d'addicionar fins a 12 eq
de Cu(l) per desplagar tot el Zn(ll) inicialment enllacat a la proteina, a més de la presencia en tots
els estadis de la valoracié d'una mescla de diferents espécies. El conjunt de dades indiquen la no

existéncia d'una Unica espécie amb especial preferéncia i estabilitat.
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Fig. 42. (A) Espectres de DC corresponents a les produccions recombinants de CaCdCuMT en medis rics en Cu(l) a
baixa oxigenacié (vermell) i normal (negre), aixi com els enregistrats en la valoracié de Zn-CaCdCuMT amb Cu(l) en
afegir 8 (verd) i 10 (blau) eq de Cu(l). Espectres de masses enregistrats a pH 7.0 (Bi D) i a pH 2.4 (Ci E) corresponents
al'addicio de 8 (BiD)i 10 eq (Ci E) de Cu(l) a una solucié de Zn-CaCdCuMT in vivo.
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Per altra banda, mitjancant la valoracié de Zn-CaCuMT amb Cu(l) va ser possible
reproduir I'empremta de DC de |'espécie Cuy,-CaCuMT sintetitzada en condicions d'oxigenacio
normal, després d'afegir 11-12 eq de Cu(l) (Fig. 43A). Tot i aixi, la intensitat de I'espectre és
menor que l‘enregistrat per a la mostra in vivo, indicatiu d’'un menor grau d’estructuracié del
cluster format in vitro. En aquest punt de la valoracio tot el Zn(ll) inicialment enllacat ha estat
desplagat pel Cu(l), formant-se en solucié practicament com a espécie Unica el complex Cuy,-
CaCuMT (Fig. 43B i C). Les dades d'ESI-MS mostren com en addicions posteriors de Cu(l), si bé
aquesta especie Cuy,-MT sembla formar-se amb una especial preferéncia, no és estable en un
medi amb excés de Cu(l). S'observa la desestructuracié d'aquesta per donar lloc a una mescla de
complexos de menor contingut metal-lic. En base a les dades obtingudes, especialment
I'obtencid de I'espécie Cui,-CaCuMT en les preparacions recombinants en ambdues condicions
d’oxigenacid, i també el fet de reproduir I'espécie Cui,-CaCuMT a partir de la preparacié Zn-
CaCuMT amb propietats similars a les de I'espécie sintetitzada in vivo, es pot afirmar que la
proteina CaCuMT presenta preferencia per a enllagar Cu(l), amb I'especie Cu;,-CaCuMT com la
més afavorida tant en medis fisiologics com in vitro, encara que aquesta només seria estable en
excés de Cu(l) quan es trobés en un medi cel-lular i no extracel-lular, com indica la formacié de
dita especie en les preparacions de Cu-CaCuMT recombinants en condicions de baixa oxigenacio,
on hi ha un nivell de Cu(l) disponible més elevat, i la no estabilitat d'aquesta espécie Cuj,-

CaCuMT formada pel desplacament de zn"/Cu' de forma in vitro.
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Fig. 43. Espectres de DC (A) corresponents a les produccions recombinants de CaCuMT en medis rics en Cu(l) a baixa
oxigenacié (negre) i normal (vermell), aixi com |'enregistrat en la valoracioé de la preparacié recombinant de Zn-
CaCuMT amb Cu(l) després d'afegir 12 (blau) eq de Cu(l). Espectres de masses enregistrats a pH 7.0 (B) i a pH 2.4 (C)
corresponents a l'addicio de 12 eq de Cu(l) a una solucié de Zn-CaCuMT in vivo.
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Finalment, el conjunt de resultats obtinguts en aquest estudi, tant pel que fa a les
bioproduccions en medis enriquits amb els diferents ions metal-lics estudiats com en les
valoracions de les formes Zn-CaMT amb Cd(ll) i Cu(l), permet concloure que, de les tres
isoformes d'MT presents en els teixits del cargol terrestre C.aspersum, CaCdMT és la que
presenta un major caracter de Zn/Cd-tioneina, donant lloc a les espécies Mg-CaCdMT (M = Zn o
Cd) in vivo i I'espécie Cdg-CaCdMT per desplacament de Zn(ll). Per altra banda, la coordinacié a
Cu(l) sempre dona lloc a la formacié d'una mescla amb coexisténcia de diversos agregats Cu-MT,
el contingut de les quals depén fortament de la quantitat de Cu(l) present en el medi. En el cas
de les altres dues isoformes, CaCuMT i CaCdCuMT, si bé és clar que tenen una baixa preferéncia
pels ions divalents, és raonable concloure que presenten un marcat caracter de Cu-tioneina, ja
gue és possible obtenir preparacions de complexos Cu-MT en medis de cultiu amb diferents
graus d'oxigenacid corresponents a una mescla de poques espeécies, o incllds, amb una espécie
Unica de complexos homometal-lics de Cu(l). No obstant, la major diferéncia entre elles és
I'obtencié de l'espécie Unica Cuyi,-CaCuMT, tant in vivo com in vitro, fet no observat en la
isoforma CaCdCuMT, suggerint aixi un caracter més marcat de Cu-tioneina, practicament
extrem, per a la isoforma CaCuMT.

Cal aqui considerar que I'analisi de les estructures primaries d’aquestes 3 isoformes d'MT
del cargol terrestre C.aspersum indica, com ja s’ha comentat anteriorment, que tant el nombre
de Cys com les posicions relatives dins la cadena sén practicament idéntiques, per tant, les clares
diferencies observades entre aquestes proteines, especialment pel que fa al caracter de Zn- i Cu-
tioneina, no poden ser degudes a res més que als aminoacids no coordinants presents en la
composicio primaria de les mateixes. Aquest fet, també observat en altres MTs, com en el cas de
H.pomatia, posa un cop més de manifest la importancia del conjunt d’aminoacids que

conformen la proteina, no només els que tenen propietats coordinants.

3.1.3. Estudi de la capacitat coordinant de la metal-lotioneina del gastropode mari

Megathura crenulata: McMT

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts en l'estudi de les propietats
coordinants de I'Unica isoforma d'MT trobada en el barretet mari Megathura crenulata, McMT
(Introduccio, Apartat 1.2.1.2). L'interes en estudiar I'MT d’aquest gastropode mari rau en el fet
gue aquest no mostra cap tipus de polimorfisme, només una isoforma, a diferéncia del que s’ha
observat en el sistema d'MTs d'altres mol-luscs, com sén els gastropodes pulmonats o terrestres

Helix pomatia i Cornu aspersum.
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3.1.3.1. Comportament de McMT envers Zn(ll)

De forma analoga a com s'ha fet en l'estudi de totes les altres isoformes d'MT
presentades en aquesta Tesi Doctoral, es du a terme la sintesi recombinant de McMT en un medi
suplementat amb Zn(Il). Mitjangant ESI-MS es va determinar I'especie majoritaria Zng-McMT
acompanyada de les espécies minoritaries Zns- i Zn,-McMT (Fig. 44A). Es rellevant remarcar que
I'especiacidé és semblant a la que s'ha obtingut en les bioproduccions en medis de cultiu rics en
Zn(ll) d'altres isoformes CAMT (com HpCdMT i CaCdMT) d'altres organismes estretament
relacionats, com H.pomatia i C.aspersum. Per altra banda, aquesta similitud no es veu reflectida
en el seu espectre de DC (Fig. 44. B), que mostra una empremta inusual, amb dues absorcions
positives a 230 i 245 nm. Aquest maxim a 230 nm, que també va ser observat en la sintesis
recombinants de Zn-BckMT (Fig. 3C de I'Article 5), el domini B de I'MT de poIIastre,[wg] no pot
ser atribuible a lligands ClI" (abséncia de colzes a 240 nm als espectres d‘UV—Vis[87]) ni 521881 per

tant, han de correspondre a contribucions dels aminoacids de la seva seqiiéncia a longituds

d'ona més grans de les habituals.
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Fig. 44. Espectres de (B) ESI-MS i (A) DC de la preparacié recombinant de McMT en medis rics en Zn(ll). Les dades
d’ICP-AES, amb una relacié Zn/MT de 5.6, confirmen el contingut metal-lic observat per ESI-MS.

3.1.3.2. Comportament de McMT envers Cd(ll)

Analogament al que succeeix en les bioproduccions de les isofomes HpCdMT i CaCdMT
dels cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum, in vivo es va obtenir I'especie Cdg-McMT com a
complex majoritari en solucid (Fig. 45). Tot i aixi, també s'observen certes diferéncies amb les
proteines dels cargols esmentats, principalment la deteccid, per ESI-MS, d'altres espécies
minoritaries, algunes d'elles sulfurades, com Cd;-, CdgS-i CdeS,-McMT. La preséncia d’una petita
guantitat de lligands sulfur va ser confirmada tant per ICP-AES (Taula 12), amb la divergencia
entre els valors d'ICP en ambdues condicions (normal i acid), com per la preséncia d’absorcions
en els espectres de DC i UV-Vis a longituds d’ona superiors a 280 nm, i que corresponen a la
presencia de cromofors cd-s*. La presencia de lligands sulfur addicionals, que és un tret
caracteristic del comportament de les Cu-tioneines, es veu novament confirmat per I'evolucié
gue pateix la mostra, basicament canvis en la seva especiacié i en el seu espectre de DC, al llarg

del temps (Fig. 3B de I'Article 5). Aquesta evolucié amb el temps, que ja havia estat descrita
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previament per d'altres isoformes d'MT amb un caracter extrem de Cu-tioneina, com sén la

Cupl“sg] i les isoformes HpCuMT i la CaCuMT descrites anteriorment, confirma doncs un cert

caracter de Cu-tioneina de McMT.
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Fig. 45. Espectres de (A) DCi (B) ESI-MS de la preparacié recombinant de la proteina McMT obtinguda en medis rics

en Cd(Il).
Cd-McMT
Normal Acid
[prot] (M) | 0.76x10” | 0.72x10"
Zn/MT <L.D. <L.D.
cd/mMT 6.7 9.1

Taula 12. Resultats d'ICP-AES de la biosintesi de la proteina McMT en medis rics en Cd(ll) mesurats en condicions
normals i en condicions acides. Les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccié.

Quan s’estudia el bescanvi metal-lic de Zn(ll) per Cd(ll) a partir de Zne-McMT obtinguda in
vivo (Annex 7.1.3., lamina 7.1.3.1), els resultats obtinguts indiquen que es possible reproduir
I'especiacié observada en la bioproduccié de Cd-McMT (Fig. 46C). Tot i aixi, I'espectre de DC no
és analeg a l'enregistrat per a les bioproduccions de Cd-McMT ja que tan sols es reprodueix
lleugerament I'absorcié en la regié ca. 250 nm (Fig. 46A). Es rellevant comentar que Iaddicié de
Na,S just després de I'addici6 de 6 eq de Cd(ll) (Article 5, Fig. S1) provoca canvis en I'espectre de
DC, donant lloc a l'aparicié d’'una absorcié a 290 nm, corresponent a la constitucié d'algun dels
cromofors Cd-S*-McMT també observats in vivo. Finalment, a diferéncia de I'observat en les
valoracions de les isoformes CaCdMT i HpCdMT, I'addicié d’un excés de Cd(ll) dona lloc a la
formacié de complexos Cd-McMT amb major contingut en Cd(ll) (espécies Cd;- i Cds-, (Annex
7.1.3,, lamina 7.1.3.1), indicant aixi la menor estabilitat de I'espécie Cds-McMT formada, en
comparacio amb les Cdg-HpCdMT i Cdg-CaCdMT.

Aixi mateix i mitjancant el mateix procediment seguit per altres MTs (Apartat 3.1.1 i
3.1.2) es va procedir a I'acidificacié i reneutral-litzacié dels complexos Cd-McMT formats in vivo
(Article 5, Fig. S2). Els resultats aixi obtinguts permeten observar la formacié d'una mescla
d'espécies que van de Cds- a Cd,-McMT, i que, ni tan sols després de I'addicié d'anions S* a la

solucid, permeten reproduir I'empremta de DC inicial de la preparaciéo Cd-McMT (Fig. 46B).
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Fig. 46.(A) Espectres de DC de la preparacio Cd-McMT in vivo (negre), de I'addicié de 6 eq Cd(ll) a Zn-McMT (vermell)
i 10 eq (blau) de Na,S. (B) Espectres de DC de la preparacié Cd-McMT in vivo (negre), I'obtingut després d’acidificar i
reneutralitzar aquesta mostra (rosa) i la mostra reneutralitzada després de I'addicio de 6 eq de Na,S (blau). (C)
Espectre d’ESI-MS obtingut en I'addicié de 6 eq Cd(ll) a Zn-McMT i (D) I'espectre corresponent a |’addicid de 2 eq de
Na,S a la solucid anterior. (E) Espectre d’ESI-MS obtingut després de I’addicié de 10 eq de Na,S a la solucié Cd-McMT
in vivo acidificada i reneutralitzada.

3.1.3.3. Comportament de McMT envers Cu(l)

Seguint l'estrategia experimental habitual per a la caracteritzacid de les habilitats
coordinants de les diferents MTs presentades en aquesta Tesi (1.3. Disseny experimental), es va
realitzar la biosintesi de la proteina McMT en medis enriquits en Cu(ll) en dues condicions
d'oxigenacio, normal i baixa. Els espectres d'ESI-MS enregistrats per aquestes dues preparacions
revelen la formacié dels mateixos complexos Cu-McMT (Fig. 47B i C), aixi com espectres de DC
completament equivalents (Fig. 47A). Aquests resultats permeten concloure que el grau
d'oxigenacio en les bioproduccions de McMT en medis rics en coure no afecta a I'especiacio ni al
plegament de les espécies obtingudes. Les dades indiquen que tots els complexos formats
corresponen a especies homometal-liques de Cu(l), tant pel fet que els espectres de masses
enregistrats a dos valors de pH (7.0 i 2.4) siguin completament analegs, aixi com per I'abséncia
de Zn(ll) confirmada per les dades d'ICP-AES (Taula 13). L'espécie majoritaria correspon al

complex Cug-McMT, si bé acompanyat d'altres agregats i fins i tot s'observa la presencia de la
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forma apo-McMT, indicant I'existéncia d'una petita quantitat de complexos homometal-lics de
Zn(11) en solucid. El fet que es formin especies homometal-liques de Cu(l) en ambdds condicions,
indica una certa preferéncia per enllagar Cu(l) in vivo tot i que aquesta no és molt marcada, ja

gue no es forma una Unica espécie d'estabilitat especial.
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Fig. 47. Espectres de (A) DCi (B i C) d'ESI-MS de les preparacions recombinants de la proteina McMT obtinguda en
medis rics en Cu(ll). L'empremta de DC de color vermell correspon a les produccions a oxigenacié normal i la de color
negre a baixa oxigenacio. L'espectre d'ESI-MS a (B) oxigenacié normal i el corresponent a la produccio a (C) baixa
oxigenacio enregistrats a pH 7.0 que son completament equivalents als respectius enregistrats a pH 2.4.

Cu-McMT
Oxigenacié normal Baixa oxigenacié
[prot] (M) 0.36x10™ 0.23x10™
Zn/MT <L.D. <L.D.
Cu/MT 9.6 9.4

Taula 13. Resultats d'ICP-AES de la biosintesi de la proteina McMT en medis rics en Cu(ll) en ambdds graus
d'oxigenacié, normal i baixa. Es presenten tan sols les dades obtingudes en I'analisi en condicions acides les quals
coincideixen amb les de condicions convencionals. Les sigles L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccié.

En la valoracid de l'agregat Zne-McMT amb Cu(l) (Article 5, Fig. S3) va ser possible
reproduir I'empremta de DC (Fig. 48A) i |'especiacid (Fig. 48B i C) de les preparacions Cu-McMT
obtingudes in vivo després d'addicionar entre 10 i 12 eq de Cu(l) a Zn-McMT. La necessitat
d'afegir entre 8 i 10 eq de Cu(l) per desplacar tot el Zn(ll) inicialment enllacat i la deteccidé d'una
mescla d'espécies amb una gran varietat de complexos en tots els punts de la valoracié sén
caracteristiques que ens informen sobre la baixa especificitat d'aquesta isoforma pel i6 Cu(l).
Precisament, quan tot el Zn(ll) dels complexos Zn-McMT ha estat desplagat pel Cu(l) es quan es
detecta per primera vegada la presencia de la forma apo-MT a |'espectre d'ESI-MS de pH 7.0. Si
comparem els espectres d'ESI-MS enregistrats als dos valors de pH, Fig. 48B i C, s'observen les
mateixes especies. Tanmateix s'observa que la intensitat de la apo-MT i dels agregats metal-lics

detectats en l'analisi de masses a pH 2.4 varia lleugerament, si bé aquest fet és atribuible a
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diferéncies en les condicions d'espray emprades en els dos tipus de determinacié per
espectrometria de masses. A partir d’aquest punt de la valoracid, el fet d’afegir més equivalents
de Cu(l) a la solucid provoca una disminucio de les absorcions en I'espectre de DC, acompanyada
d'un procés de demetal-lacié dels complexos formats, fins a I'aparicié de la forma apo-MT com
especie majoritaria en solucid (12-14 eq de Cu(l) afegits), indicant que les especies formades in
vitro en estadis anteriors no sén estables en condicions d'excés de Cu(l). Aquesta observacié
permet confirmar que la preséncia de la forma apo en les produccions recombinants Cu-McMT
(en major proporcié en condicions de baixa oxigenacié on hi ha més ions Cu(l) disponibles
intracel-lulars), és deguda a la inestabilitat de les espécies Cu-McMT formades en preséncia d'un

excés de Cu(l).
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Fig. 48. (A) Espectres de DC corresponents a les preparacions in vivo de Cu-McMT en condicions de baixa oxigenacio
(gris), oxigenacié normal (negre) i de I'addicié de 10 eq de Cu(l) a Znge-McMT (ratllat). Espectres d'ESI-MS enregistrats
apH 7.0 (B)ipH 2.4 (C) corresponents a |'addicié de 10 eq de Cu(l).

Considerant el conjunt de resultats anteriorment descrits en la caracteritzacié de la
capacitat de coordinacié metal-lica de McMT envers els ions Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l), resulta dificil
classificar-la de forma taxativa com a Zn- o Cu-tioneina extrema. Enfront metalls divalents, Zn(Il)
i Cd(ll), dona lloc a espécies majoritaries Mg-McMT (M=Zn o Cd), indicant una estabilitat especial
d'aquest complex si bé també es detecta la preséncia de complexos que contenen lligands S* en
les bioproduccions Cd-McMT, comportament tipic de les considerades Cu-tioneines. En |'estudi
de la coordinacié de la McMT a Cu(l) la situacié és comparable, ja que tot i que les biosintesis
donen lloc a compostos homometal-lics de Cu(l) (caracteristic de les Cu-tioneines) i que es pot
reproduir aquest escenari mitjancant la valoracié de Zn-McMT amb Cu(l), no és menys cert ni
rellevant que sempre s'obté una mescla d'espécies inestables en preséncia d'excés de Cu, fins i

tot detectant-se la forma apo-MT, molt semblant al comportament mostrat per les MTs amb
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caracter de Zn-tioneina. L'estudi global de McMT permet concloure que aquesta MT presenta
una especificitat d'enllag metal-lic intermédia entre Cu- i Zn-tioneina, amb un comportament

comparable al de la isoforma CaCdCuMT aillada del cargol C.aspersum (Apartat 3.1.2).

3.1.4. Analisi comparativa de la capacitat de coordinacié metal-lica exhibida per les

MTs de mol-luscs estudiades

Ja ha estat postulat i plantejat que I'existéncia de multiples formes d'MTs al llarg dels
diferents filums de I'arbre de la vida pot ésser conseqiiéncia directa d'un procés d’adaptacié
molecular evolutiva dels diferents organismes. Aquesta situacié és especialment interessant en
el cas dels gastropodes terrestres, els quals van abandonar el medi mari per conquistar el mén
terrestre (Introduccio, apartat 1.2.1), sofrint canvis fisioldgics importants i imprescindibles per a
la seva adaptacid al nou habitat. Aixi el polimorfisme d'MT observat en els gastropodes
terrestres pulmonats, en concret Helix pomatia i Cornu aspersum, constitueix un cas perfecte per
estudiar la diversificacid evolutiva i la possible divergéncia funcional de les diferents isoformes
d'MT. Aquest estudi adquireix major rellevancia en comparar el seu comportament amb el dels
gastropodes marins, els quals han sofert menys pressions evolutives, i en concret, amb la
isoforma d'MT del barretet mari Megathura crenulata (Introduccid, apartat 1.2.1.2.).

D’aquesta manera, l'estudi extens d’una amplia gamma de metal-lotioneines de
mol-luscs seguint el mateix métode experimental, realitzat en aquesta Tesi Doctoral (Apartats
3.1.1,,3.1.2.i3.1.3.), proporciona les condicions optimes per fer una imatge prou propera sobre
el sistema d'MTs que existeix en aquests gastropodes. L'analisi del comportament metal-lic, in
vivo i in vitro, de les 6 isoformes d'MT estudiades de H.pomatia, C.aspersum i M.crenulata,
permet observar certes similituds i divergéncies. Aquestes observacions obren cami per establir
possibles relacions entre les seves preferéncies de coordinacié metal-lica i la estructura primaria,
conseqliencia dels canvis evolutius. Aixi, es podrien arribar a determinar els factors de la
seqiéncia que determinen I'especificitat metal-lica, i en definitiva, relacionar-los amb la funcié
biologica principal de les MTs.

La principal diferéncia observada, de gran rellevancia des d’un punt de vista evolutiu, és
la presencia de polimorfisme en les MTs dels cargols terrestres estudiats a diferéncia del cas del
gastropode mari, M.crenulata, que presenta una Unica isoforma d'MT. Per altra banda, el
comportament mostrat per aquestes metal-lotioneines permet dividir-les entre les que
presenten un caracter marcat de Zn-tioneina o de Cu-tioneina d'aquelles que presenten un
comportament intermedi. A continuacié es recullen i desgranen els trets comuns aixi com les
divergéncies de comportament observades tot agrupant-les dins aquestes tres tendéncies de

comportament.
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1. Comportament de les isoformes HpCdMT i CaCdMT com a Zn-tioneines
Aquestes dues isoformes de mol-luscs sén les que mostren una major similitud de
comportament entre totes les estudiades, i aquest és tant similar que realment no existeix cap

evidencia significativa que permeti diferenciar-les, tant in vivo com in vitro. Totes dues mostren

les seglients caracteristiques:

- In vivo donen lloc a la formacié d'una uUnica especie d'estequiometria Mg-MT (on M
equival a Zn(ll) o Cd(ll) respectivament). Les dues espécies Zne-MT i Cdg-MT de HpCdMT i
CaCdMT presenten el mateix espectre de DC (Fig. 1). Addicionalment Cdg-HpCdMT i Cde-CaCdMT

sén espectroscopicament analogues a I'espécie Cdg-HpCdMT nativa (Fig. 2 de I'article 1).
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Fig. 1. Espectres de DC corresponents a les espécies (A) Zng-MT i B) Cdg-MT de les isoformes HpCdMT (negre) i
CaCdMT (vermell) obtingudes in vivo.

- 'elevada estabilitat dels complexos Cds-MT in vivo es fa evident en |'estudi de la seva
evolucié amb el temps, ja que aquestes espeécies inicials es mantenen inalterables després de
més de 20 dies d'evolucié (Apartat 3.5.).

- In vitro es poden reproduir els complexos Cds-MT tant per addicié de Cd(ll) a I'espécie
Zne-MT com per acidificacié/reneutral-litzacié de la Cde-MT. Es important remarcar com en la
I'addicid6 de Cd(ll) a la Zne-MT s'obté l'espécie Cde-MT en una valoracié que procedeix
isodicroicament i en la que només és necessari afegir 6 eq de Cd(Il) per donar lloc a espécies
Uniques Cdg-MT que es mantenen inalterables inclis en preséencia d'un excés de Cd(ll). Com es
pot observar en la Fig. 2, I'addicio de Cd(ll) a les dues especies Zng-MT ddna lloc en els mateixos

punts de I'experiment a espectres de DC completament analegs.

Zn-HpCdMT + 6 Cd Zn-HpCdMT + 10 Cd i C =
2Zn-CaCdMT + 6 Cd Zn-CaCdMT + 10 Cd 20 /
: / \ 5

2Zn-HpCdMT + 14 Cd
Zn-CaCdMT + 14 Cd
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Fig. 2. Espectres de DC enregistrats després d’addicionar respectivament (A) 6, (B) 10 (C) 14 eq de Cd(ll) a les
solucions de Zng-HpCdMT (negre) i Zng-CaCdMT (vermell).
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- En les bioproduccions en medis rics en Cu(ll) s'observa, invariablement en tots els
casos, la formacid d'una mescla d'espeécies heterometal-liques Zn,Cu-MT.

- De la mateixa manera que s’observa en la valoracio amb Cd(ll), el desplacament
metal-lic Zn"/CuI en les especies inicials Zng-HpCAMT i Zng-CaCdMT dodna lloc, per el mateix
numero d’equivalents afegits, a empremtes de DC molt similars (Fig. 3). La baixa especificitat per
Cu(l) es fa palesa també en aquesta valoracié amb Cu(l), per la manca de formacié d'una especie
preferent i per la necessitat d’afegir un gran excés de Cu(l) (més de 12 eq de Cu(l)) per a

desplacar tot el Zn(ll) inicialment enllacat.
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Fig. 3. Espectres de DC enregistrats després d’addicionar respectivament (A) 5i (B) 13 eq de Cu(l) a les solucions de
Zng-HpCdMT (negre) i Zng-CaCdMT (vermell).

Es conclou aixi, que HpCdMT i CaCdMT presenten una major especificitat d’enllag pels
metalls divalents Cd(ll) i Zn(ll), que per Cu(l). A més, de forma molt particular, mostren una
preferéncia metal-lica especial per enllagar Cd(ll) tal com posa de manifest el fet que s'aillin del
sistema gastric dels cargols que han ingerit grans quantitats de Cd(ll). Aquesta gran preferéncia
per enllagcar Cd(ll), en tots els medis assajats, formant un complex amb gran estabilitat i
estructuracid permet establir la destoxicacié de I'ié Cd(ll) com una possible funcié biologica
secundaria per aquestes dues isoformes d'MT. Finalment, les dades recollides en I'estudi de les
preferéncies de coordinacié metal-lica d’aquestes dues proteines permeten postular I'existéncia
d’isoformes d'MT que, tot i presentar una elevada preferéncia metal-lica per Zn(ll) i estar
classificades com a Zn-tioneines, presenten una reactivitat especial envers el Cd(ll), i que fins i
tot podrien desenvolupar una possible funcié biologica en la proteccié enfront aquest metall
toxic. Aixi, en un refinament de la classificacid proposada per aquest grup de recerca
(Introduccié, apartat 1.1.5.) es podria tenir en compte |'existéncia de proteines que serien més
properes a un comportament de Cd-tioneina, per les seves propietats coordinants, que no pas al

de Zn-tioneina.

Finalment, és possible establir per HpCdMT i CaCdMT una correspondéncia perfecta
entre I'extremada homologia en els seus respectius comportaments d’enllag enfront Zn(ll), Cd(ll)
i Cu(l) i la gran similitud observada entre les dues seqiiéncies d'aminoacids. En concret,

I'alineament d'ambdues isoformes mostra una similitud del 95.5%, amb el solapament de 64
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(dels 67 possibles) residus (Fig. 4). Cal dir que cap de les minimes diferéncies observades no es

correspon en cap cas amb aminoacids enllagants, Cys.

Seqliencia 1: HpCdMT, (67 residus), 18 Cys
Sequencia 2: CaCdMT, (69 residus); 18 Cys
95.5% d'identitat en 64 residus solapats; Puntuacio: 397.0
1, GS GKGKGEKCTSACRSEPCQCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCSCK
2, GSMSGKGKGEKCTAACRNEPCQCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCGCK

* % khkAhkhkhkkhkhkhkk khkk KhhkkkhkhkkhAhhkkihkirhrhkrhkirhkirhdhkhhkhhkhrhrkrhhkr ki hhrkhkrtkxhk ki

Fig. 4. Alineacid en base a la similitud de les seqliéncies d’aa de HpCdMT i CaCdMT, dels gastropodes terrestres
H.pomatia i C.aspersum, mitjangant I'aplicacié CrustalW. En negreta i vermell s'observen els residus de cisteina i en
fons verd els aminoacids diferents en ambdues seqiiéncies. L'asterisc (*) indica que en aquella posicié els residus sén
100% identics.

A més del fet que tenen practicament el mateix nombre d'aminoacids i les mateixes
cisteines en exactament les mateixes posicions, només es poden observar 4 diferéncies entre els
seus aminoacids i totes elles en els extrems. Llavors, aquests aminoacids no enllagants que
varien d'una isoforma a l'altre no marquen i no condicionen en cap cas ni in vivo ni in vitro una

diferéncia en la coordinacio metal-lica envers els ions Zn(ll), Cd(Il) o Cu(l).

2. Comportament de les isoformes HpCuMT i CaCuMT com a Cu-tioneines

En un altre grup trobem aquelles isoformes d'MT que han mostrat una elevada
preferéncia per coordinar Cu(l). S'inclouen en aquest les isoformes HpCuMT i CaCuMT dels
cargols H.pomatia i C.aspersum. Préviament, s'havia descrit per ambdues proteines una gran
especificitat per enllagar Cu(l) fisiologicament, obtenint-se de forma nativa com a complexos
homometal-lics de coure. L’estudi de les seves propietats coordinants envers Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l)

permet establir les seglients similituds i diferéncies:

- La seva bioproduccié en medis de cultiu rics en metalls divalents, Zn(ll) i Cd(ll), déna
lloc, en tots els casos, a la formacié d’una mescla de varies espécies M-MT.

- Les mescles d’especies Zn-MT obtingudes en la biosintesi de HpCuMT i CaCuMT, tot i
que contenen espécies d’estequiometria semblant, mostren uns espectres de DC lleugerament
diferents. Mentre els tres tipus de bioproduccions de Zn-HpCuMT mostren una empremta de DC
similar amb una banda poc intensa centrada ca. a 240 nm, la mescla de complexos Zn-CaCuMT
mostra un espectre practicament pla (Fig. 5.). Aixo indica com tot i que totes dues proteines
formen especies de baixa estructuracid, els complexos Zn-CaCuMT sén els que presenten
aquesta particularitat de forma més important. Aquesta lleugera diferéncia podria suggerir un
major caracter de Cu-tioneina per CaCuMT vs. ZnHpCuMT.

- Una altra caracteristica que indica el caracter de Cu-tioneina de les dues isoformes és la
formacio in vivo d'agregats de tipus Cd,S,-MT. Aquestes especies a més van mostrar una evolucid
amb el temps (Apartat 3.5.), caracteristica particular de les proteines definides com a Cu-

tioneines.
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Fig. 5. Espectres de DC de les 3 bioproduccions, tipus 1 (negre), 2 (vermell) i 3 (verd), de Zn-HpCuMT i la
corresponent a la biosintesi de Zn-CaCuMT (blau).

- Pel que fa a la coordinacié in vitro a Cd(ll), en cap cas ha estat possible obtenir una
espécie unica Cd,-MT, sind que en tots els casos ha donat lloc a la formacié d'una mescla de
complexos d'estequiometries diverses. Aquesta observacié indica, una vegada més, la baixa
preferencia metal-lica de les dues isoformes de Cu estudiades per aquest i6 divalent.

- La biosintesi de HpCuMT i CaCuMT en medis de cultiu rics en Cu(ll) sota les dues
condicions d’oxigenacié assajades, va permetre observar una gran especificitat metal-lica
d’aquestes dues metal-loproteines per Cu(l), de forma analoga a I'observat per a les formes
natives. Va ser possible reproduir in vivo en condicions de baixa oxigenacié I'especie Cuj,-MT
nativa. Cal remarcar que per CaCuMT, es va observar també la formacié d’aquesta especie
preferent sota condicions menys favorables, oxigenacié normal dels cultius, indicant un major
caracter de Cu-tioneina per dita isoforma.

- Finalment, va ser possible reproduir el complex Cu;,-CaCuMT obtinguts in vivo
mitjancant la valoracié de Zn-CaCuMT in vivo amb Cu(l). Tanmateix, aixo no és tant facil amb les
produccions Zn-HpCuMT, indicant una menor preferéncia d'aquesta darrera per formar aquest
complex homometal-lic de coure, i a la vegada menor caracter de Cu-tioneina de la isoforma

HpCuMT en comparacié amb CaCuMT.

El conjunt de dades recollides en I'estudi de la coordinacié metal-lica, tant in vivo com in
vitro, de HpCuMT i CaCuMT enfront els metalls Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) indiquen un comportament
molt similar amb I'existéncia d’un marcat caracter de Cu-tioneina. Aquesta gran preferencia
metal-lica per enllagar a Cu(l) es troba en total concordanca amb les observacions fetes en les
formes natives i déna validesa a la proposta d'una possible funcié d’aquestes proteines en
relacié a I'ié Cu(l). Cal indicar pero, que tot i la gran similitud en les habilitats coordinants
observades en |'estudi de les dues isoformes, hi ha certes divergéncies entre elles. A la llum dels
resultats obtinguts és possible afirmar I'existencia d’un major caracter de Cu-tioneina per
CaCuMT, sobretot en una major preferéencia per formar el complex Cuy,-CaCuMT, tant in vivo

com in vitro.
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Tot i la gran similitud i caracteristiques comunes que presenten aquestes isoformes,
HpCuMT i CaCuMT, aquesta no és tant elevada com I'observada entre les respectives isoformes
de Cd (HpCdMT i CaCdMT) dels mateixos organismes. Aquesta menor homologia, amb petites
diferéncies en la seva coordinacid als diferents ions metal-lics estudiats, es veu a la vegada
reflectida en una identitat seqliencial menor (Fig. 6) determinada per aquestes (85.9%), en

comparacio amb les de les CAMTs (95.5%).

Sequéncia 1: HpCuMT, (65 residus), 18 Cys i 1 His
Seqiiéncia 2: CaCuMT, (67 residus); 17 Cys i 1 His
85.9% de identitat en 64 residus solapats; Puntuacid: 360.0
1, GS GRGKNCGGACNSNPCSCGNDCKCGAGCNCDRCSSEHCSNDDCKCGSQCTGSGSCKCGSACGCK
2, GSMSGRGENCGGACNSNPCNCGNDCNCGEGCNCDQCSARHCSNDDCKCGSQCTRSGSCKCGNACGCK

* x kkhkh Khkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkikhk hkhkkhkikhk hkx K*hkrkkx kX kA Ak hAkhrAxhrArArh*x *ArAxrxhrxh*x *hrxkhk*

Fig. 6. Alineacid en base a la similitud de les seqiiencies d’aa de les isoformes d'MT HpCuMT i CaCuMT recombinants,
dels gastropodes terrestres H.pomatia i C.aspersum, mitjangant I'aplicacid CrustalW. En negreta i vermell s'observen
els residus de cisteina i en fons verd els aminoacids diferents en ambdues seqiiéncies. L'asterisc (*) indica que en
aquella posicio els residus son 100% identics

D’aguesta manera, sembla plausible que les petites diferencies seqiencials son les
causants del lleuger desviament en el comportament coordinant observat pels diferents ions

metal-lics, especialment enfront Cu(l), tant in vivo com in vitro.

En comparar les dues isoformes, s'observa com HpCuMT conté un residu de Cys més,
que en el cas de CaCuMT. Els resultats obtinguts en I'estudi d'aquestes dues isoformes indiquen
com tot i que CaCuMT contingui un residu enllacant menys, no sembla afectar a I'estequiometria
dels complexos formats. Per altra banda, el residu d'His es conserva en totes dues isoformes.
Aquest, sembla tenir una funcié primordial en la coordinacié/descoordinacié del Cu(l) en
HpCuMT, com es va determinar en l'apartat 3.1.1.5. Aquest rol de la His seria per extensid

atribuible també a la isoforma CaCuMT.

3. Comportament com a Zn/Cu-tioneines intermeédies de les proteines CaCdCuMT i
McMT

Finalment, en un tercer bloc es troben aquelles isoformes d'MT de mol-lusc, CaCdCuMT i
McMT, que exhibeixen un comportament intermedi entre les Zn- i Cu-tioneines. Cal dir, que tot i
que ambdues isoformes tenen un caracter de Zn/Cu-tioneina intermedi, aquest no és igual pero
si comparable. La isoforma CaCdCuMT correspon a la tercera metal-lotioneina aillada en el
sistema polimorfic d'MTs del cargol terrestre C.aspersum i en canvi, la McMT és I'Unica forma de
metal-lotioneina trobada al barretet mari M.crenulata. A continuacid es presenten les principals

similituds i diferencies observades entre les isoformes que comprenen aquest bloc.

-Totes dues isoformes es diferencien en el seu comportament enfront els metalls

divalents, tot i que a la vegada, presenten certes similituds. In vivo en medis de cultiu rics en
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Zn(ll) i Cd(ll) donen lloc a una mescla d'espécies, caracteristica tipica de les Cu-tioneines. Cal
remarcar, que tot i aquesta similitud en el seu comportament, la mescla resultant en el cas de la
isoforma CaCdCuMT mostra la preséncia d'especies amb abundancies relatives prou similars, és
a dir, sense la formacié d'una espécie amb especial estabilitat. En canvi, en el cas de McMT, en
tots dos medis de cultiu, s'obté com a especie molt majoritaria el complex Mg-McMT, observacio

feta a la vegada en les isoformes de Cd dels cargols terrestres estudiats.

- Per altra banda, totes dues formen in vivo espeécies del tipus Cd,S,-MT com s'ha
detectat mitjancant les tecniques d'ESI-MS i per les absorcions per sobre de 280 nm detectades
en els espectres de DC i UV-Vis. Addicionalment, s'ha observat com aquest contingut en lligands
sulfur en la mostra, promou un fenomen d'evolucié amb el temps de les espéecies. Aquesta
caracteristica, com hem puntualitzat al llarg d'aquesta tesi, és particular i associat al caracter de

Cu-tioneina.

- Una diferéncia addicional en el comportament enfront Cd(ll) és |'observat en Ia
formacié dels complexos Cd-MT in vitro mitjancant el bescanvi metal-lic Zn"/Cd". Una vegada
més, en aquest cas és possible discernir un comportament diferencial entre ambdues isoformes.
Mentre la isoforma mixta CaCdCuMT no forma en cap moment una espécie preferent ni
d'especial estabilitat, en el cas de la McMT és possible reproduir l'espécie Cdg-MT
biosintetitzada. Aquesta observacié s'ha realitzat també en el cas de les formes de Cd dels
cargols terrestres, amb la diferencia de que el complex Cdg-MT obtingut no és manté com a
especie Unica, pero si com la més important, en afegir més equivalents de Cd(ll) a la mostra, en
un excés d'aquest metall. Finalment, pel que fa a la McMT destacar que a diferéncia del que
passa amb les formes de Cd i que si és caracteristic de les Cu-tioneines, presenta una especial

habilitat per coordinar sulfurs, inclus in vitro.

- Pel que fa al comportament enfront Cu(l) totes dues presenten certes diferéncies. En la
seva biosintesi, CaCdCuMT, en diferents condicions d'oxigenacié en medis de cultiu rics en Cu(ll)
s'obtenen majoritariament complexos homometal-lics de Cu(l) amb una elevada estructuracio,
com indiquen els seus espectres de DC. Aquesta propietat la relaciona i la fa propera a la
isoforma especifica de Cu del mateix organisme, CaCuMT. Pel que fa a McMT, la mescla de
complexos obtinguts sén de baixa estequiometria i estructuracid, tipic de les Cd-tioneines, perd
per altra banda, s'observa la formacié de complexos homometal-lics de Cu(l) en totes les

condicions de sintesi, indicant una certa habilitat per enllagar Cu(l).

. BT I} 1l e
- Finalment, el desplagament metal-lic Zn"/Cu mostra en tots dos casos la formacié

d'una gran mescla d'espécies. El fet que cap d'elles sigui capag¢ de formar una especie Cu-MT
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amb gran preferéncia i estabilitat evidencia, una vegada més, el caracter Zn/Cu-tioneina

intermedi de McMT i CaCdCuMT.

El conjunt d'observacions fetes en I'estudi de les habilitats coordinants de CaCdCuMT i
McMT permet establir en aquest cas de metal-lotioneines de mol-luscs, que tant en un sistema
sense polimorfisme com en un polimorfic d'MTs, és possible trobar proteines amb un caracter de
coordinacié metal-lica vers Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) completament intermedi. Val a dir, que tot i que
ambdues isoformes presenten un caracter intermedi agquest correspon a tendéncies diferents.
En el cas de la CaCdCuMT ens trobem amb una MT amb un caracter de Cu-tioneina més marcat,
en comparacio al de la isoforma de Cu del corresponent organisme. Per altra banda, tot i que en
I'organisme M.crenulata no presenta cap altra isoforma d'MT en els seus teixits, el seu
comportament seria comparable més aviat amb I'observat en les CAMTs dels cargols terrestres,
CaCdMT i HpCdMT, tot i que de forma menys especifica.

L'estudi d'aquest gran conjunt de proteines i totes elles de sistemes d'MTs diferents pero
amb una relacié filogenética propera, han permeés establir una relaci6 molt clara entre la
homologia seqliencial, de tots els aa, i el mateix comportament metal-lic. Com s'observa en la
Taula 14 la major similitud en el comportament el trobem a la vegada entre aquelles dues
isoformes que presenten practicament la mateixa seqiiéncia d'aa, HpCdMT i CaCdMT amb 95.5%
de similitud. En segon lloc tenim les CuMTs especifiques, CaCuMT i HpCuMT, que tot i semblar-
se moltissim presenten lleugeres diferéncies d'enllag metal-lic, en completa concordan¢ca amb
lleugeres diferéncies sequencials, similitud del 85.9%. Finalment, en el tercer bloc es
classificaven les MTs amb comportament intermedi, McMT i CaCdCuMT, que com podem
observar (Taula 14) en cap cas presenten un % de similitud amb cap altra metal-lotioneina
analitzada per sobre del 75%. De forma molt interessant, la major similitud de la CaCdCuMT la
trobem amb la corresponent isoforma de Cu del cargol terrestre H.pomatia i seguida per la
isoforma també de Cu de C.aspersum, CaCuMT. Aixi, l'observacié feta mitjancant ['estudi
coordinant que mostrava un caracter intermedi perd més proper a Cu-tioneina per a aquesta
isoforma té la seva correspondéncia amb la seva similitud seqiiencial. En el cas de la McMT,
aquesta presenta al voltant d'un 50% d'homologia amb les altres isoformes d'MT, péro en
especial amb un 61% amb la isoforma mixta CaCdCuMT. Tot i haver-se determinat que tenia un
caracter intermedi, un valor lleugerament superior d'alineament amb les formes especifiques de
Cd (52-54%) enfront a les de Cu (48-19%), indiquen una vegada més un major caracter de Cd-
tioneina.

L'analisi seqliencial d'aquestes isoformes ha permés determinar com tot i presentar
isoformes d'MT, en el cas dels cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum, amb mateixa longitud i

numero d'aa coordinants, Cys, donen lloc a proteines amb especificitats metal-liques molt
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extremes i diferents. En el cas concret de les isoformes HpCdMT i HpCuMT amb el mateix
numero de residus de Cys i en exactament les mateixes posicions, dona a fi a uns polipéptids
amb capacitats i especificitats metal-liques molt diferents, i alhora possiblement associades a
funcions distintes. Aixi, es demostra com soén els aa no coordinants els que marquen les
especificitats metal-liques exhibides per les diferents formes d'MTs, ja siguin del mateix o de

diferents organismes.

HpCdMT HpCuMT CaCdMT CaCdCuMT CaCuMT McMT

HpCdMT X 57.0% 95.5% 55.2% 52.0% 52.0%

HpCuMT 57.0% X 57.0% 75.0% 85.9% 48.0 %

CaCdMT 95.5% 57.0% X 54.5% 51.5% 54.0%

CaCdCuMT 55.2% 75.0% 54.5% X 68.7% 61.0%

CaCuMT 52.0% 85.9% 51.5% 68.7% X 49.0%
McMT 52.0% 48.0 % 54.0% 61.0% 49.0% X

Taula 14. Presentacid dels % de similitud seqliencial calculats per al conjunt d'isoformes d'MT estudiades. Es pot
trobar el valor de similitud entre dos seqliéncies escollint dos MTs i tracant dues linees perpendiculars fins arribar a
la cel-la on conflueixen. El valors en color blau identifiquen un grau d'homologia superior al 75%, en verd un valor de
60-75%, en taronja entre 50 i 60 % i finalment, en vermell aquest valors inferiors al 50 %.

3.1.4.1. Consideracions globals

El sistema de gen d'MT/proteina dels gastropodes proveeix un model molt valuds per
estudiar els mecanismes de diversificacid a través de |'evolucié que han donat lloc i han fet
possible que les MTs aconsegueixen una especificitat metal-lica d'enllag molt particular. Molts
gastropodes pulmonats, particularment cargols terrestres, mostren |'existéncia de tres isogens
d'MT que codifiquen tres isoformes d'MT amb preferéncies metal-liques d'enllag diferents: les
isoformes CAMT i CuMT altament especifiques, per Cd(ll) i Cu(l) respectivament, i la isoforma
inespecifica Cd/CuMT. Megathura crenulata és un gastropode no pulmonat on Unicament s'ha
observat un isogen d'MT.

L'estudi dut a terme amb les isoformes d'MTs de diversos mol-lusc ha permes determinar
les especificitats metal-liques exclusivament produides per la seqiiéncia primaria dels polipéptids
del sistema d'MTs dels cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum. Aixi, es confirmen que les
especificitats metal-liques observades de forma nativa tenen la seva correspondéncia en el
conjunt d'aa de la seva seqiiéncia, i no només en base a l'entorn cel-lular en el que es
produeixen. D'aquesta manera, els factors que determinen I'especificitat metal-lica d'aquestes
MTs corresponen als aa no enllacants, ja que els enllacants (Cys) es troben en les mateixes
posicions i alineament perfecte. Aixi, les diferéncies seqiiencials sén les que han marcat
I'especificitat metal-lica, és a dir, els agents de pressid evolutiva que han modelat els péptids per
enllacar amb preferéncia uns ions metal-lics que determinaran la seva funcid. Es postula que les

isoformes de Cu, CuMTs, produides constitutivament, estan associades amb I'homeostasi del




92 | 3.1. Estudi del sistema d'MTs de diversos mol luscs

Cu(l) essencial, per assegurar-ho per a la sintesis de la hemocianina, mentre que les isoformes
Cd-MT induible juguen un rol en la destoxificacio del i6 no-essencial i toxic Cd(ll).

Des d'un punt de vista seqiiencial s'ha proposat que McMT esta clarament relacionada
amb la isoforma CuMT d'Helix pomatia, HoCuMT, pero també exhibint certes caracteristiques de
la isoforma HpCdMT. Aquest mai havia estat analitzat a través de la caracteritzacio de les
propietats de coordinacié metal-lica del polipeptid McMT. L'analisi de les propietats coordinants
de McMT duta a terme en aquest treball mostra com aquesta correspon a una isoforma d'MT
inespecifica, similar a la isoforma Cd/CuMT dels pulmonats. Aixo esta en completa concordanca
amb la distancia de |'analisi seqliencial en relacié amb les altres MTs de gastropodes (Fig. 49), el
qual esta enclustat amb la isoforma Cd/CuMT dels pulmonats. Des d'un punt de vista de la
possible funcié biologica, les particularitats descrites en I'enllac metal-lic suggereixen que McMT
podria ser capac¢ de dur a terme diverses funcions biologiques que les MTs especifiques duen a
terme en els cargols pulmonats: la destoxicacié del Cd com la CdMT, en el metabolisme basal de
Zn i com a scavenger enfront condicions d'estrés (principalment estrés oxidatiu) com Zn-
tioneina, conjuntament amb una possible relacié amb I'ié6 Cu(l) en la sintesi de I'hemocianina,

com a Cu-tioneina.

Megathura crenulata MT
e} Cantareus aspersus Cd/Cu MT
89 { Cepaea hortensis C/Cu MT
1% Biomphalaria glabrata Cd/Cu MT
Helix pomatia Cd/Cu MT alfelic variant 1

89 Cantareus aspersus Cu MT
a9 Helix pornatia Cu MT
—93: Biomphalaria gtabrata Cu MT
<) Biomphalaria glabrata Cd MT
97 —: Helix pomatia Cd MT

Cantareus aspersus Cd MT

Nesiohelx samarangae MT
— Physa acuta MT
@l tinorina littorea MT
Fig. 49. Arbre filogenétic d'alineacio de les seqiiencies d'aminoacids de les isoformes d'MT de Helix pomatia,
Megathura crenulata, Cantareus aspersus, Cepaea hortensis, Biomphalaria glabrata, Nesiohelix samarangae, Physa
acuta i Littorina Littorea (Article 5, Annex 7.2).
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3.2. Estudi del sistema d'MTs de I'amfiox

Dins el treball d'investigacié que s'inclou en aquesta Tesi Doctoral i dut a terme pel grup
de recerca en genética amb el que mantenim una col-laboracid permanent, es va poder
identificar i caracteritzar per primera vegada dos gens/proteines diferents del sistema d'MTs
d'amfiox (BfMT1 i BfMT2). D'aquesta manera, es va dur a terme |'estudi in silico del genoma
complert disponible de les espécies de lancelets de Florida (B.Floridae) en la cerca de possibles
gens que codifiquessin metal-lotioneines. A partir d'aquesta informacié va ser possible la
construccié de dos vectors d'expressid amb la informacié genética adequada per a I'expressié
recombinant d'aquests dos ORFs que previsiblement codificaven dos isoformes d'MTs diferents.
Aixi, la sintesi recombinant en E.coli va permetre determinar finalment que aquests péptids
obtinguts coincidien amb unes proteines riques en Cys, amb capacitat d'enllagar un gran nimero
d'ions metal-liques, la seqiiencia dels quals es presenta a continuacio (Fig. 50):

BfMT1 MPDPCNCAQSGTCSCGGPCQCGDDCOCGDGCKCVGCKLHASNVADIVTCCVDCKGIGKNCACGCSCCOPDTPAVAILTTPPAAHL
BfMT2 MPDPC-CESCKACGPTVGCNCG--CAC---CKCCS-—————————~— SCVQTCKPGCTNCP-GCDCCK—————————————————

Kk ok k Kk Kk . x * o kK * K * K K . x * % * * Kk koK.

Fig. 50. Alineament en base a la similitud entre les seqliéncies de les dues isoformes BfMT1 i BfMT2 del amfiox
B.floridae mitjangant I'aplicacid ClustalW. En negreta i groc es presenten els residus de cisteina i en verd els
d'histidina. L'asterisc (*) indica que en aquella posicio els residus s6n 100% idéntics, els dos punts (:) que les posicions
en les que ha succeit una substitucié conservativa i un punt (.) indica substitucions menys conservatives.

Les diferéncies seqiiencials entre ambdods proteines son grans i evidents, presentant una
homologia seqiiencial baixa, 26.2 %. Tot i que totes dues presenten una longitud molt diferent,
BfMT1 conté 35 aa més, el numero de residus coordinants de Cys és practicament igual, i a més,
BfMT1 presenta 2 His que podrien participar en I'enllag metal-lic.

Finalment, per tal de constatar si aquests 2 ORFs predits coincidien de fet a gens reals es
va procedir a la determinacié de la presencia de la transcripcié d'aquests (els respectius mRNAs)
en els organismes d'amfioxos. Es va emprar per a aquest proposit |'espécie Branchiostoma
lanceolatum, disponibles en les costes del mar mediterrani. A partir d'aguesta analisi es va
confirmar I'existéncia d'aquests cDNAs inicialment determinants de forma in silico, indicant que
efectivament BfMT1 i BfMT2 corresponien a gens funcionals en I'amfiox. Addicionalment, la
perfecta coincidéncia entre els cDNAs aillats de B.lanceolatum i dels ORFs predits per a |'espécie
B.floridae permeten concloure indubtablement la identitat de les dues isoformes d'MT, BfMT1 i

BfMT2, en les dues espécies d'amfiox estudiades.

3.2.1. Estudi de la capacitat coordinant de les isoformes d'MT de [I'amfiox

Branchiostoma floridae: BfMT1 i BfMT2

En aquest treball es presenta, per primera vegada, la caracteritzacié de les propietats

enllacants les dues isoformes BfMT1 i BfMT2 del sistema d'MTs de I'amfiox, subfamilia de
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cefalocordats (Introduccié, apartat 1.2.2.1.). Els principals resultats relatius a la caracteritzacio

d'aquests péptids es troba inclosa en I'Annex 7.1.4.

3.2.1.1. Comportament de BfMT1 i BfMT2 envers Zn(ll)

Seguint I'estratégia experimental duta a terme per a la caracteritzacié de les habilitats
coordinants de les diferents MTs presentades en aquesta Tesi, es va realitzar de forma analoga la
sintesi recombinant d'ambdues isoformes, BfMT1 i BfMT2, en medis de cultiu rics en Zn(ll),
obtenint-se els corresponents complexos Zn-MT in vivo.

En les dues produccions es va observar la formacio d'una mescla d'espécies de diferents
estequiometries (Espectres d'ESI-MS de la Taula 15). En la bioproducciéo de Zn-BfMT1 es va
identificar com a espécie majoritaria la Zn;,-BfMT1, acompanyada d'una preséencia significativa de
Zng- i Zns-BfMT1. En les preparacions de Zn-BfMT2 s'observa una situacié molt similar, on Zng-
BfMT2 es va detectar com a complex majoritari acompanyat per les espécies de menor
estequiometria Zns- i Zng-BfMT2. La menor estequiometria observada en els complexos formats
en el cas de BfMT2 es confirma pels resultats d'ICP-AES obtinguts (dades d'ICP-AES de la Taula
15), on s’ha quantificat una menor quantitat de Zn. Aquesta diferéncia esta en completa
concordanca amb el fet que ambdues isoformes continguin en la seva seqliéncia primaria un
numero diferent de residus d'aminoacids amb capacitat coordinant: BfMT1 conté 19 Cys i 1 His,

si bé BfMT2 tan sols té 18 Cys (Fig. 50).

Zn-BfMT1 Zn-BfMT2
[prot] (M) 1.71x10™ 2.56x10™
cp Zn/MT 5.8 5.0
ol cd/MT <L.D. <L.D.
Cu/MT <L.D. <L.D.
) Zn, o ng
08 Zn6 - Zn4 Zns
ESI' MS 06 o 4000
04 o Zn
Zn7t 5 2000
02 o \l/
L AW . ]
: —
cD 2o »

Taula 15. Resultats de la caracteritzacié dels complexos Zn-MT obtinguts en la biosintesi de les isoformes BfIMT1 i
BfMT2 en medis rics en Zn(ll). En les analisis d'ICP-AES, les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccio.
En aquesta taula es mostren només els resultats corresponents a I'lCP-AES convencional ja que no presenta
diferencia significativa amb els resultats obtinguts en condicions acides.
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Una altra caracteristica comuna en ambdés tipus de preparacions, Zn-BfMT1 i ZnBfMT2
in vivo, és el fingerprint observat en els seus espectres de DC, practicament pla excepte per les
absorcions per sota de 240 nm, corresponents a I'enlla¢ peptidic. Aquests senyals espectrals
suggereixen un baix grau d'estructuracié dels clisters metal-lics formats.

Un fet rellevant a tenir en compte és la deteccid, en els espectres d'ESI-MS de les
produccions de Zn-BfMT1, d'uns pics menors que han estat identificats com una forma truncada
de dita proteina. Aquest truncament correspon a la pérdua dels ultims 8 aa de la cadena en
I'extrem C-terminal (i.e. TTPPAAHL). Curiosament, els complexos de Zn formats a partir de la
forma truncada exhibeixen les mateixes estequiometries (Zn;-, Zne- i Zns-) que les de la proteina
sencera, la qual cosa indica que aquest truncament no afecta a la capacitat coordinant de
BfMT1, i indirectament suggereixen que el residu d'His de la penultima posicié de la cadena
peptidica no participa en I'enllag a Zn(ll).

Amb l'objectiu de poder descartar o corroborar la participacié dels residus d'His en la
coordinaciéo metal-lica en BfMT1, aixi com en la seva forma truncada, ZnBfMT1yn., €S Va dur a
terme un experiment seguit per ESI-MS, on es va fer reaccionar la preparacié Zn-BfMT1 (que
conté també la proteina tallada, truncada) amb el reactiu DEPC (pirocarbonat de dietil). Aquest
reactiu té la capacitat d'enllagar-se amb gran especificitat als residus d'His lliures™® j permet

determinar per ESI-MS el nimero de carboxietilacions formades (Fig. 51).

/ i.|,-.'.|-_|.rumnun::u-:nrbmiel-lada\

HISTIDIMA DERC [increment de pes de la His en 72.08 Da)

f""*-\._l_._.-"ﬂ‘nl:_.-"‘“\‘.-f"“-\-\.\ R

Fig. 51. Reaccid entre el DEPC i un residu d'His accessibles per a formar la His mono-carboxietilada.

Es important tenir present que el reactiu de DEPC és Util per conéixer el nombre d'His de
la seqliéncia que no participen en la coordinacié al metall, ja que aquelles His que, degut al
plegament de la proteina, sén inaccessibles al reactiu no es veuen modificades. A I'hora
d'analitzar les dades s'ha de tenir en compte la reactivitat del DEPC, tot i que amb molta menys
afinitat també interacciona amb altres aminoacids com la Cys, Tyr o I'extrem amino-terminal de
les prote'ines.usl] Es dissenya un experiment on es fa reaccionar aquesta solucié Zn-BfMT1 i Zn-
BfMT1une, amb un excés de DEPC (7:1), i s'enregistra la mostra per ESI-MS a 5 i 25 minuts.

Els espectres d'ESI-MS enregistrats queden recollits en I'Annex 7.1.4., Lamina 7.1.4.1, i a
continuacié es presenten els principals resultats en forma de taula, Taula 16. Quan es fa
reaccionar el DEPC amb la preparacié Zn-BfMT1 s'observen com a pics majoritaris (tant a 5 com

a 25 minuts de reaccid) els corresponents a les especies de Zn-BfMT1 amb I'addicié de finsa 3i 4
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molecules de DEPC (increment de 72.06 unitats de massa per cada modificacié per DEPC) en la
proteina sencera, mentre que en |'espécie truncada s’observa I'addicié de 2-3 molécules de
DEPC. Els perfils de masses sén practicament identics en ambdues proteines, i tan sols
divergeixen en la unié a una unitat de DEPC (una unitat de DEPC menys en BfMT1 truncada

probablement perqué ha perdut la His terminal respecte la proteina sencera).

. o H;i (a) Ng de N9 HiS
Proteina N2 His DEPC/MT modificacions ® | modificades
Zn-BfMT1 3 7 3-4 3

Zn-BfMT1rync 2 7 2-3 2

Taula 16. Dades analitiques obtingudes en els experiments d'incubacié de diverses MTs amb DEPC. a)Relacid entre el
numero d'equivalents de DEPC/MT, b) nombre de carboxietilacions detectades per ESI-MS, c) nombre probable d'His
carboxietilades.

Es parteix d'una soluci6 amb la mateixa especiacid (mateixes estequiometries i
abundancia relativa dels diferents complexos Zn-MT per a cada proteina) i arribem a una situacio
on les espécies detectades tenen un numero de modificacions per DEPC en les especies
truncades inferior en una unitat a les observades en I'espécie sencera. Aixi, aguests resultats
indiguen que la His propera a I'extrem C-terminal, que li manca a la forma truncada, no participa
en la coordinacié metal-lica. Aixi, es pot concloure, en base a aquests resultats, que cap dels 2
residus d'His presents en BfMT1 semblen estar involucrats en I'enllag de Zn(ll).

Finalment cal remarcar el fet que aquest truncament observat en la proteina BfMT1 ha
estat també detectat en la isoforma CeMT1 de l'organisme C. elegans biosintetitzada en
condicions similars."®® EI truncament dels 3 Gltims residus en CeMT1 es produeix també en la
regié C-terminal on hi ha abséncia de residus de Cys. Es possible suggerir la susceptibilitat
d'aquests peptids de ser tallats per endoproteolisis.

Aixi, el fet de que les bioproduccions de Zn-BfMT1 i Zn-BfMT2 donin lloc a la formacié
d'una mescla de compostos Zn-BfMT, en comptes d'una Unica espécie preferent, i donant lloc a
espectres de DC practicament plans, és indicatiu d’'una baixa estructuracié dels complexos

formats, suggerint una baixa preferéncia d’ambdues isoformes per a la coordinacié a Zn(ll).

3.2.1.2. Comportament de BfMT1 i BfMT2 envers Cd(ll)

De manera similar al descrit a I'apartat anterior, es van biosintetitzar les proteines BfMT1
i BFEMT2 en cultius bacterians suplementats amb Cd(ll). Els resultats obtinguts de la bioproduccié
de les Cd-MTs en medis fisiologics revelen unes diferencies molt més significatives entre les
seves propietats enllagants vers aquest catido Cd(ll) que les descrites anteriorment per I'i6
metal-lic Zn(ll).

Segons les dades d’ESI-MS enregistrades, BIMT1 forma una mescla de moltes espécies,

essent Cdg-, CdsS- i Cd7-BfMT1 les més abundants (Espectre d'ESI-MS de la preparacié de Cd-
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BfMT1, Taula 17). A més, s’han detectat altres espécies, amb una intensitat molt més petita,
corresponents a complexos amb un elevat contingut en Cd i contenint, a més, ions sulfur com a
lligands extres. La preséencia de complexos Cd-S*-MT es va poder confirmar per dues dades
independents: primer, la discrepancia entre la quantificaci6 de la proteina per ICP-AES en
condicions normals i acides (Taula 17); i segon, per la presencia d'absorcions a 300 nm en el seu
espectre de DC, tipiques dels enllagos Cd-S*, a més d'un senyal entre 250 i 260 nm deguda als
cromofors Cd(SCys)a.

La bioproduccié de BfMT2 en les mateixes condicions presenta un comportament
lleugerament diferent, formant-se majoritariament I'espécie Cdg-BfMT2, a més de petites
guantitats de les espécies Cds- i CdeS,-BfMT2 (Espectre d'ESI-MS de la preparacié de Cd-BfMT2,
Taula 17). Una vegada més, la diferéncia entre els valors obtinguts en la quantificacié de la
proteina per ICP-AES i els senyals a I'espectre de DC per sobre de 270 nm, tot i ser de molt baixa
intensitat, confirmen la preséncia de lligands sulfur en alguns dels complexos formats, encara
que val a dir que la proporcié d'aquest complex CdgS,-MT és molt minoritaria en comparacié
amb la gran abundancia de I'espécie CdsS-BfMT1 detectada en les produccions de Cd-BfMT1.
Existeixen altres diferéncies significatives entre els espectres de DC de les produccions de Cd-
BfMT2 i Cd-BfMT1: una absorcié dels cromofors Cd(SCys), tetraédrics ca. 250 nm molt més
intensa i definida per la produccié Cd-BfMT2 que per als complexos de Cd-BfMT1, indicant aixi
una major estructuracio de I'especie Cde-BfMT2 formada.

Les propietats coordinants in vitro de les isoformes BfMT enfront I'id Cd(Il) van ser
assajades mitjancant dos tipus d'experiments: (i) desplagament de Zn(ll) per Cd(ll) a partir de les
preparacions Zn-BfMT (Annex 7.1.4., Lamina 7.1.4.2), i (ii) acidificacio fins a pH inferior a 1
seguida d'una reneutral-litzacié de les preparacions recombinants de Cd-BfMT (Annex 7.1.4.,
Lamina 7.1.4.3).

La valoraciod de la preparacié Zn-BfMT1 amb Cd(Il) mostra en els espectres de UV-Vis, DC i
ESI-MS un punt de saturacié de la proteina per a 8 eq de Cd(ll) afegits (Fig. 52A). Tot i que
I'addicié de més Cd(ll) provoca una disminucié de la intensitat dels espectres de DC i UV-Vis,
I'especiacidé obtinguda en aquest punt es manté constant. Els espectres de masses de la valoracid
mostren també com la petita proporcié de BfMT1 truncada present, forma exactament els
mateixos complexos i amb la mateixa intensitat relativa entre les diferents espécies que la
proteina sencera en cada etapa de la valoracié (Fig. 52B). Aquest fet és una indicacié més de que
la His de la regié C-terminal no participa en la coordinacié de Cd(ll). Cal indicar que mitjangant la
valoracio realitzada no ha estat possible reproduir els resultats de la preparacié recombinant Cd-
BfMT1, fet esperat si es té en compte les importants contribucions de les espécies que contenen
sulfurs presents en la preparacié in vivo. No obstant, I'addicid de diversos equivalents de sulfur al

final de la valoracié resulta en la formacié d'una mescla de complexos on es poden identificar les
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espécies CdgS, i CdgS-BfMT1, que clarament indica la incorporacié d'aquests lligands als
complexos Cd-BfMT1. Encara que s'aconsegueix reproduir algunes de les espécies formades en

la produccié in vivo, tampoc aixi és possible obtenir ni I'empremta de DC ni una especiacié

analoga a la trobada en les preparacions recombinants.

Cd-BfMT1 Cd-BfMT2
[prot] (M) 2.65x10™ 2.36x10™
Zn/MT <L.D. <L.D.
ICPCOHV
cd/MT 4.4 3.26
Cu/MT <L.D. <L.D.
[prot] (M) 0.95x10™ 0.91x10™
Zn/MT <L.D. <L.D.
ICPacid
cd/mMT 10.3 7.6
Cu/MT <L.D. <L.D.
Cd 1
ESI-MS ]
200 Cd7
100 500 4 CdSSZCd7
" N . :;'m \h‘a
S N
cD 1 Y i
ot §
20 T T T T T . —
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Taula 17. Resultats de la caracteritzacié dels complexos Cd-MT obtinguts en la biosintesi de les isoformes BfMT1 i
BfMT2 en medis rics en Cd(lIl). En les analisis d'ICP-AES, les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccid.

En el cas dels experiments tipus (ii) si va ser possible obtenir un espectre de DC i una
especiacio prou similar a I'enregistrat en la preparacié Cd-BfMT1 in vivo, pero Unicament va ser
possible després d'acidificar/reneutral-litzar i addicionar alguns equivalents de sulfur (Fig. 52E i
F). Tots aquests resultats remarquen la gran importancia dels lligands sulfur en la formacié de
complexos Cd-BfMT1 en condicions in vitro.

La reaccié de desplacament de Zn"/Cd" en les preparacions Zn-BfMT2 (Annex 7.1.4.,
Lamina 7.1.4.4), déna lloc, des de I'inici, a una especiacié corresponent a la mescla de Cdg-, Cd;- i
Cds-BfMT2 (Fig. 53). Els espectres de DC mostren una absorcid a ca. 245 nm per 4 eq de Cd(ll)
afegits i després de I'addicié de més equivalents aquest senyal es perd eventualment formant
una absorcié ca. (-) 250 nm. Cap dels espectres de DC o ESI-MS enregistrats en I'esmentada

valoracid aconsegueixen assemblar-se als obtinguts pels complexos Cd-BfMT2 in vivo.
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Al final del procés d'acidificacié, reneutral-litzacié i addicié de sulfur (Annex 7.1.4.,
Lamina 7.1.4.5) de la Cd-BfMT2, on es descoordinen els ions Cd(ll) inicialment enllagats i on els
sulfurs acid/labils son eliminats de la mostra, és possible reproduir I'espectre de DC de les
especies in vivo (Fig. 53C), tot i que no va ser possible reproduir perfectament I'especiacio
detectada en la preparacié de Cd-BfMT2 recombinant, pero si l'agregat Cdg-BfMT2 majoritari en

les preparacions in vivo.
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Fig. 52. (A):Espectres de DC de la preparacié de Cd-BfMT1 in vivo (negre), de I'addicié de 8 eq Cd(Il) a Zn-BfMT1
(vermell), i sobre la solucié anterior 8 eq de Na,S (verd). (B) Espectres de DC de la preparacié Cd-BfMT1MT in vivo
(negre), I'obtingut després d’acidificar i reneutralitzar aquesta mostra (verd), i la mostra reneutralitzada després de
I'addicio de 4 eq de Na,S (lila). (C) Espectre d’ESI-MS obtingut en I’addicid de 8 eq Cd(ll) a Zn-BfMT1 i (D) I'espectre
corresponent a I'addicio de 4 eq de Na,S a la solucio anterior. (E) Espectre d’ESI-MS obtingut després de I’addicio de
4 eq de Na,S a la solucié Cd-BfMT1 in vivo acidificada i reneutralitzada.
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Fig. 53. (A):Espectres de DC de la preparacio de Cd-BfMT2 in vivo (negre), de I'addicio de 4 (vermell) i 8eq Cd(ll)
(verd) a Zn-BfMT2. (B) Espectres de DC de la preparacié Cd-BfMT1M2 in vivo (negre), I'obtingut després d’acidificar i
reneutralitzar aquesta mostra (verd), i la mostra reneutralitzada després de I'addicié de 2 eq de Na,S (kaki). (C)
Espectre d’ESI-MS obtingut en I'addicié de 8 eq Cd(Il) a Zn-BfMT2. (D) Espectre d’ESI-MS obtingut després de I'addicio
de 4 eq de Na,S a la solucié Cd-BfMT2 in vivo acidificada i reneutralitzada.

Addicionalment, la preséncia de complexos que contenen lligands sulfur com a lligands
extres en ambdues preparacions de Cd-BfMT1 i Cd-BfMT2 va promoure la realitzacié d'un estudi
de les empremtes de DC i de I'especiacid de la mostra en la seva evolucié amb el temps. Aquest
fenomen s'ha observat previament en altres preparacions de Cd-MT, com és el cas particular de
la Cupl, una Cu-tioneina genu'l'na.[153] Els canvis més importants s'observen en I'empremta de DC
de la Cd-BfMT1 on una absorcié ampla inicial evoluciona per formar dues bandes estretes i ben
definides centrades a 250 i 275 nm mentre que l'absorcié a 300 nm, corresponent a la
contribucié dels agregats Cd-S*, es manté constant (Fig. 54A). Pel contrari, els canvis més
importants pel que respecta a l'especiacié de la mostra es van observar a la preparacié de Cd-
BfMT2 (Fig. 54D), on I'especie majoritaria Cds-BfMT1 de la mescla d'agregats inicial resulta, amb
el temps, en la formacio del complex Unic CdgS-BfMT1unc €n la seva forma truncada (Fig. 54C).
D'altra banda, I'espécie Unica Cde-BfMT2 in vivo evoluciona cap a la formacié d'una mescla de
complexos de Cd(ll) contenint sulfurs com a lligands extres, amb |'espécie majoritaria CdSs-

BfMT2.
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Fig. 54. Espectres de (A) DC de la preparacié de Cd-BfMT1 a temps inicial (negre) i després de 28 dies (blau)

d'evolucid sota condicions d'atmosfera inert. Espectres de (B) DC la preparacié de Cd-BfMT2 a temps inicial (negre) i

després de 28 dies (blau) d'evolucid sota condicions d'atmosfera inert. Espectres d'ESI-MS corresponents a I'evolucio
amb el temps de les preparacions de Cd-BfMT1 (C) i Cd-BfMT2 (D) després de 28 dies en atmosfera inert.

El conjunt de dades obtingudes en la caracteritzacid dels complexos Cd-BfMT1 i Cd-
BfMT2 in vivo i in vitro permeten concloure que la proteina BfMT1 presenta una baixa
especificitat per a enllagar Cd(ll) i que seria poc eficient per a la coordinacié d'aquest i6. Aquesta
isoforma mostra caracteristiques relacionades amb les MTs classificades com a Cu—tione'l'nes,[4]
com és un paper important dels lligands sulfur en la formacié dels complexos Cd-MT, tant in vivo
com in vitro, i la impossibilitat de reproduir les caracteristiques espectroscopiques ni la
especiacié de la preparacié recombinant mitjancant el desplacament metal-lic Zn"/cd" o després
d'un procés d'acidificacié i reneutral-litzacid. Tot i que la isoforma BfMT2, en coordinar Cd(ll),
també comparteix alguna d'aquestes caracteristiques esmentades, com ara la preséncia
d’espécies que contenen ions sulfur i la seva evolucié amb el temps, considerablement menys
importants que per BfMTL1. El tret més rellevant que porta a concloure que la isoforma BfMT2 és
molt més propera a una MT optimitzada per enllacar ions divalents és I'obtencié, com a
practicament espécie Unica, del complex Cde-BfMT2 en cultius suplementats amb Cd(ll),
mostrant un espectre de DC molt definit i intens corresponent a complexos M-MT amb una bona

estructuracio.

3.2.1.3. Comportament de BfMT1 i BfMT2 envers Cu(l)

Per tal d'obtenir els complexos Cu-BfMT in vivo es va procedir a la sintesi recombinant
dels péptids BfMT1 i BfMT2 en medis cel-lulars enriquits amb Cu(ll) sota condicions d’aireacié

normal i també a baixa oxigenacid.
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En el cas de les produccions recombinants dels complexos Cu-BfMT2, després de varis
intents, va ser impossible obtenir cap producte d'aquesta biosintesi, fet que indica que aquesta
proteina ha de tenir molt baixa preferencia per I‘i6 Cu(l) en condicions fisiologiques. Pel que fa
als complexos Cu-BfMT1 in vivo (Taula 18), la seva formacié en ambdues condicions d'oxigenacio
va aportar informacié molt valuosa referent a la seva coordinacié i optimitzacié per enllagar

Cu(l).

Cu-BfMT1
Oxigenacié normal Baixa
Tipus 1 Tipus2 oxigenacio
[prot] (M) 0.55x10™ 0.57x10™ 0.19x10"
Zn/MT 1.8 2.7 <L.D.
ICPcony
Cd/MT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT 8.0 5.1 11.9
[prot] (M) 0.59x10" 0.50x10" 0.12x10"
Zn/MT 1.9 2.7 <L.D.
ICPacid
Cd/MT <L.D. <L.D. <L.D.
Cu/MT 9.09 5.3 14.6

Taula 18. Resultats de la caracteritzacié dels complexos Cu-MT obtinguts en la biosintesi BIMT1 en medis rics en
Cu(ll). En les analisis d'ICP-AES, les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de deteccid.

En la biosintesi de BfMT1 en condicions d'oxigenacié normal es van obtenir dos tipus de
preparacions, anomenades de tipus 1i 2. En la caracteritzacié per ESI-MS d'aquestes solucions es
va identificar la preséncia d'una mescla d'especies Cu,Zn-BfMT1 en les quals Mg-BfMT1 (tipus 1) i
M1o-BfMT1 (tipus 2) (M = Zn + Cu) van ser les especies majoritaries (Fig. 55). Gracies als
espectres d'ESI-MS a pH 2.4, condicions d'analisi on només ['ié Cu(l) es manté enllacat, es va
poder determinar com el complex My-BfMT1 de la preparacid de tipus 1 correspon
principalment a |‘agregat CugZn,-BfMT1 (Fig. 55B), en concordanga amb els resultats d'ICP (Taula
18). Pel contrari, els agregats de la preparacié de tipus 2 observats a pH acid estan formats per
una mescla de diversos complexos heterometal-lics CuZn,-BfMT1, on x = 4, 5, 6 i x+y=9 (Fig.
55D).

En la bioproduccié de BfMT1 en condicions de baixa oxigenacid, els resultats d'ICP-AES i
el fet que els espectres de masses siguin totalment analegs a pH 7.0 i 2.4 permeten identificar
una mescla d'agregats homometal-lics Cu-BfMT1 amb estequiometries que varien de Cug- fins a
Cu,,-BfMT1 (Fig. 55F). Finalment, cal ressaltar la preséncia de la forma truncada en quantitat poc
significativa en algunes de les produccions obtingudes. El que si és rellevant és com aquesta

forma truncada, al igual que succeia amb les preparacions de Zn-BfMT1, mostra el mateix
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comportament coordinant enfront Cu(l) que la seva forma sencera, suggerint la no participacid

dels aminoacids truncats en la coordinacié d’aquest metall.
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Fig. 55. Espectres de DC de les diferents preparacions de Cu-BfMT1 a oxigenacié normal, on A correspon a la de tipus
1iDalatipus 2,ide la preparacié a baixa oxigenacio (G). Espectres de masses corresponents a les produccions a
oxigenacioé normal de tipus 1 (enregistrats a pH 7.0 (B) i pH 2.4 (C)) i de tipus 2 (enregistrats a pH 7.0 (E) i pH 2.4 (F)).
Espectre d'ESI-MS enregistrat a pH 7.0 (H) corresponent a la preparacio a baixa oxigenacié (espectres de masses on
ambdos valors de pH sdn completament analegs).

Mirant les caracteristiques espectroscopiques de totes tres produccions de Cu-BfMT1
(Fig. 55A i C) s'observa que les preparacions de tipus 1 i 2 a oxigenacié normal, tot i presentar
una empremta de DC diferent, mostren uns espectres de DC intensos i ben definits, en contrast
amb I'enregistrat per la produccié de Cu-BfMT1 a baixa oxigenacio (Fig. 55E), on es presenta un
espectre de DC practicament pla. Aixo0 permet suggerir que la presencia d'ions Zn(ll) en les
preparacions de tipus 1 i 2 és crucial i necessaria per a la formacié de complexos Cu,Zn-BfMT1

estables i ben estructurats.
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Una vegada caracteritzat el comportament in vivo d'aquestes dues iosformes d'MT en
front I'i6 monovalent Cu(l), es van realitzar els estudis del desplacament metal-lic de zn"/Cu' a
partir de la produccié recombinant Zn-BfMT1 (Annex 7.1.4., Lamina 7.1.4.6). En aquest procés
s'obtenen uns espectres de DC amb uns senyals tipics de la coordinacié de Cu(l) a les

163, 164] . , . . )
: 1'i, a més, va ser possible reproduir alguns dels espectres de DC i les

metal-lotioneines
especiacions trobades en les produccions Cu-BfMT1 in vivo. L'addicié d'entre 4 i 6 eq de Cu(l)
(Fig. 56A) dona lloc a una mescla d'especies, on Mg-BfMT1 (M = Zn + Cu) apareix com a
majoritaria, analogament al que s'observa en les produccions de tipus 1, si bé ambdues mostres
no comparteixen el mateix espectre de DC. En addicionar més equivalents de la solucié
metal-lica, en concret 12 eq de Cu(l), el complex M1o-BfMT1 esdevé I'espécie majoritaria d'una
mescla que posseeix un espectre de DC molt similar al de la produccié de tipus 1 (Fig. 57).
Finalment, I'addicié d'un excés de Cu(l) a aquesta solucid provoca la formacié d’'una mescla de
complexos homometal-lics amb estequiometries que variaven de Cu;- a Cu;s-BfMT1 i que
recorden, en certa manera l'especiacié resultant de la sintesi a baixa oxigenacié (Fig. 56C). Al
llarg de tota la valoracié s'obtenen les mateixes especiacions per a les dues formes de la BfMT1
en solucié (la sencera i la truncada), reafirmant la idea de que aquests aminoacids de la proteina
finals que es trunquen no tenen un paper rellevant en la coordinacio als ions metal-lics estudiats.
Aixi, es confirma la reproduccid, en diferents estadis de la valoracié amb Cu(l) de Zn-BfMT1, de
I'especiacid i els espectres de DC enregistrats per les diferents produccions recombinants Cu-
BfMT1, les quals corresponen a diferents condicions de disponibilitat del Cu(l). Aquestes dades
posen de manifest que el comportament observat quan la isoforma BfMT1 enllaga Cu(l)
suggereix que aguesta proteina pot enllagar diferents quantitats de Cu(l) en una varietat de

condicions fisiologiques i, a la vegada, donant lloc a complexos igualment estables.
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Fig. 56. Espectres d'ESI-MS corresponents a I'addicié de 6(A), 12 (B) i 18 (C) eq de Cu(l) a les preparacions de Zn-
BfMT1 enregistrats a pH 7.0.
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Fig. 57. Espectres de DC de la produccié Cu-BfMT1 a oxigenacié normal de tipus 1 (A i B linea negre) i els resultants
de I'addicié de 12 (A, puntejat) i 14 (B, puntejat) equivalents de Cu(l) a la preparacié recombinant de Zn-BfMT1.

Per altra banda, I'estudi del desplacament in vitro de Zn(ll) per Cu(l) en la preparacio
recombinant Zn-BfMT2 ha proporcionat algunes evidencies per poder entendre la dificultat
d'obtenir complexos Cu-BfMT2 in vivo a partir de les corresponents cél-lules d'E.coli quan s’han
fet créixer en medis suplementats amb Cu(ll). En les addicions successives d'equivalents de Cu(l)
a una aliquota de la preparacié Zn-BfMT2, els espectres d'UV-Vis i ESI-MS enregistrats mostren
com el Cu(l) s'enllacava al péptid a mida que es va addicionant, pero sorprenentment I'espectre
de DC practicament no variava, mostrant uns senyals practicament plans, la qual cosa suggereix
la formacié d'uns complexos molt poc estructurats (Fig. 58). Els espectres de masses d'aquesta
valoracid, enregistrats en paral-lel, mostren com I'addicié de Cu(l) provoca la formacié d'una
mescla d'espécies heteronuclears (Zn(l1),Cu(l)) i homonuclears (Cu(l)), el contingut de les quals
depén directament de la quantitat de Cu(l) addicionat, donant lloc fins i tot a I'aparicié de la
forma apo-BfMT2 amb un excés de Cu(l) en el medi, esdevenint majoritaria per 18 eq de Cu(l)
afegits (Fig. 58B i C). Les dades descrites demostren la baixa disposicié d’aquesta proteina per

enllagar Cu(l), justificant aixi la impossibilitat de formar complexos Cu-BfMT2 in vitro.
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Fig. 58. (A) Espectres de DC obtinguts en els estadis finals de la valoracié de Zn-BfMT2 després d'afegir 14 (verd), 15
(kaki), 16 (blau) i 17 (rosa) equivalents de Cu(l). Espectres de masses enregistrats a pH 7.0 (B) i pH 2.4 (C) en afegir 16
eq de Cu(l) a la preparacio de Zn-BfMT2.
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3.2.2. Consideracions globals

Tenint en compte el conjunt de dades obtingudes en la caracteritzacié de les propietats
coordinants de les isofomes BfMT1 i BfMT2 enfront de Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l), tant in vivo com in
vitro, es pot concloure que BfMT1, tot i que lluny de ser optima per a la coordinacié de Cu(l),
presenta certes caracteristiques tipiques d'una Cu-tioneina.’™ BfMT1, in vivo, déna lloc a la
formacié de complexos homometal-lics de Cu(l) (i.e. cultius rics en Cu(ll) a baixa oxigenacid) a
més de mostrar una baixa especificitat per la coordinacié a Cd. De la mateixa manera, es pot
concloure que BfMT2 té un cert caracter de Zn-tioneina, si bé dista molt de ser una Zn-tioneina
genuina. En conjunt, es pot considerar doncs que lI'amfiox B.floridae (i per extensid el
B.lancelatum) conté dues isoformes d'MT amb propietats metal-liques clarament diferenciades,
la qual cosa li deu permetre controlar els nivells intracel-lulars tant de Zn(ll) com de Cu(l), alhora
de fer front a una possible contaminacié del medi amb metalls toxics, com Cd(Il). El rol
d'aquestes isoformes d'MT es veu reflectit, i presenta una gran correlacié amb les observacions
fetes i el comportament metal-lic determinat per Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l), també en els estudis a nivell
de cDNA amb B.lanceolatum. Aquests postulen que BfMTI1 pot ser considerat com un gen

essencialment constitutiu i BfMT2 clarament induible (Annex 7.2, Article 6).
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3.3. Estudi del sistema d'MTs de la mosca Drosophila melanogaster

3.3.1. Estudi de la capacitat coordinant d'una cinquena isoforma d'MT de Drosophila

melanogaster: MtnE

La mosca Drosophila melanogaster és un organisme ampliament estudiat degut a que
se'l considera model de dipteria. Fins fa poc temps era acceptat que el sistema d'MTs de
D.melanogaster estava composat per 4 isoformes (MtnA, MtnB, MtnC i MtnD), pero ha estat
recentment que es va descobrir la preséncia d’una cinquena isoforma, anomenada MtnE
(Introduccioé, apartat 1.2.2.2.), a partir d'un estudi seqliencial del seu genoma.

A continuacié es presenten els principals resultats obtinguts en I'estudi de les propietats
coordinants de la isoforma MtnE enfront de Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) (Article 6), de manera analoga a

com es va fer anteriorment amb les altres 4 isoformes de D.melanogaster.

3.3.1.1. Comportament d'MtnE envers Zn(ll) i Cd(I1)

Amb la finalitat d'avaluar les propietats coordinants, enfront Zn(ll) i Cd(ll), de la proteina
MtnE en medis fisiologics, es va procedir a la seva sintesi de forma recombinant, en cultius
d'E.coli suplementats amb un excés de Zn(ll) i Cd(Il), per a obtenir els corresponents complexos
M-MtnE (M = Zn** o Cd**) in vivo. La caracteritzacié dels agregats aixi obtinguts s’ha realitzat
mitjangant diverses tecniques, com ICP-AES, ESI-MS i DC. Els resultats obtinguts han permeés
identificar la preséncia de I'espécie Zns-MtnE com a complex majoritari en la bioproduccié en
medis suplementats amb Zn(ll), acompanyat de petites quantitats de Zn4- i Zn,-MtnE (Espectre
ESI-TOF de la preparacié de Zn-MtnE, Taula 19). Per altra banda, I'espectre de DC d’aquesta
preparacié és practicament pla, indicant un baix grau d'estructuracié d'aquests agregats, tret
caracteristic de les MTs classificades com a Cu-tioneines.

Pel que fa als resultats en la produccié recombinant d'MtnE en medis rics en Cd(ll),
aquests mostren la formacié dels complexos Cds- (majoritari) seguit per CdsS,-MtnE, on la
preséncia d'aquests ions S ha estat corroborada per les dades d'ICP-AES (discrepancia entre les
mesures d’ICP acid amb el convencional). L'espectre de DC d’aquesta preparacid, no gaire intens
ni definits, amb unes bandes forga amples, mostra els senyals habituals tant dels enllagcos Cd-Scys

esperats com de Cd-S*, amb absorcions a 250 nm i 300 nm, respectivament (Taula 19).
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Zn-MtnE Cd-MtnE
[prot] (M) 2.13x10™ 0.34x10™
Zn/MT 3.0Zn <L.D.
ICPcony
cd/MT <L.D. 1.73
Cu/MT <L.D. <L.D.
[prot] (M) 2.10x107* 0.13x10™
Zn/MT 3.2 <L.D.
ICPacid
Cd/MT <L.D. 4.7
Cu/MT <L.D <L.D.
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Taula 19. Resultats de la caracteritzacié dels complexos Zn-MtnE i Cd-MtnE obtinguts en la biosintesi de I'MtnE en
medis rics en Zn(ll) i Cd(ll) respectivament. En les analisis d'ICP-AES, les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit
de deteccid.

L’estudi in vitro del desplacament metal-lic de Zn(ll) per Cd(Il) de I'espécie Zn-MtnE in
vivo (Fig. 4, Article 6), permet observar que al llarg de la valoracié s’han reproduit lleugerament
les caracteristiques espectroscopiques (empremta de DC) de la preparacié Cd-MtnE in vivo, a
excepcio del senyal a 300 nm (Fig. 59A). Quan s'han addicionat 4 eq de Cd(ll) s'observa una
saturacid dels senyals dels espectres, tant d'UV-Vis com de DC, presentant aquests darrers
bandes a ca. 250 nm i 270 nm i no és fins a I'addicié6 de 10 eq de Cd(ll) que s'observa la
disminucié del senyal a 250 nm. El colze observable a 270 nm és indicatiu de la presencia de
lligands S” en la preparacié de Zn-MtnE, perd en concentracié tan baixa que no van poder ser
detectats en caracteritzar la bioproduccié Zn-MtnE, ni van permetre la reproduccié de la banda a
300 nm de I'espectre de DC dels complexos Cd-MtnE in vivo (corresponents a agregats Cd-S* de
mida gran) com tampoc la formacié de l'espécie CdsS,-MtnE (observada en la produccié en
medis suplementats en Cd(ll) (Taula 19)). Les dades d'ESI-MS de les mostres obtingudes en la
valoraciéo amb Cd(ll) anteriorment descrita (Fig. 59B i C) mostren la formacié de I'especie Cd,-
MtnE com a majoritaria, semblant a la Cd-MtnE in vivo, perd a més es detecta la preséncia del
complex CdsZn-MtnE, persistent fins i tot en presencia d'un excés de Cd(ll) en solucid (10 eq de

Cd(ll) afegits (Fig. 59C)), indicant que aquest i6 Zn(ll) enllacat és molt resistent a intercanviar-se
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per Cd(ll). El fet que la intensitat de les espécies es mantinguin practicament constants des de
I'inici fins al final de la valoracié indica I'especial estabilitat dels complexos Cd-MtnE formats in

vitro.
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Fig. 59. Espectres de (A) DC obtinguts de la preparacié de Cd-MtnE (negre), de I'addicié de 4 (verd) i 10 (kaki) eq de
Cd(ll) a Zn-MtnE. Espectres de d'ESI-MS obtinguts en I'addicié de 3 (B) i 10 (C) eq de Cd(ll) a Zn-MtnE.

L'ultim dels experiments realitzats per tal d’avaluar I'estabilitat dels complexos Cd-MtnE i
la participaci6 dels lligands S*, ha consistit en I'acidificacié amb HCl de la preparacié Cd-MtnE in
vivo fins a un pH inferior a 1, on els ions S* s'alliberen en forma de H,S (que és un gas volatil), i la
posterior reneutral-litzaci6 amb NaOH. L'espectre de DC obtingut finalment és molt semblant a
I'enregistrat en addicionar 4 eq de Cd(ll) a la solucié de Zn-MtnE (Fig. 60A). En addicionar ions $*
a la mostra es va aconseguir obtenir un espectre de DC on la banda inicialment situada cap a 275
nm es mou cap a longituds d’ona superiors, aproximadament a 285 nm, indicant la participacié
dels lligands S* addicionats en la coordinacié de Cd(ll) (Fig. 60B). Tot i el petit desplagament de
la banda descrit, no s'aconsegueix en cap cas reproduir perfectament I'empremta de DC de les
preparacions de Cd-MtnE in vivo. Aixd demostra que els cromofors Cd-S> tant caracteristics de la
produccié recombinant Cd-MtnE només es poden obtenir i/o formar en els cultius cel-lulars,

quan hi ha suficients ions S* disponibles en el medi.
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Fig. 60. Espectre de (A) DC de la preparacié de Cd-MtnE després d'un procés d'acidificacio i reneutral-litzacié
(vermell) i d'afegir 4 eq de Cd(ll) (blau) a la solucié de Zn-MtnE. Espectres de (B) DC de la preparacié Cd-MtnE in vivo
(negre), després d'un procés d'acidificacid i reneutral-litzacio (vermell), i afegint 2 eq de Na,S a la solucié anterior
(verd).
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3.3.1.2. Comportament d'MtnE envers Cu(l)

Per tal d'obtenir els complexos Cu-MtnE in vivo i, com es fa de forma rutinaria en I'estudi
presentat en aquesta Tesi Doctoral, es va dur a terme la sintesi d'MtnE en medis de cultiu
cel-lulars rics en coure sota dues condicions d'oxigenacid diferents, produccions a oxigenacié
normal i a baixa oxigenacié. En la biosintesi d'MtnE a baixa oxigenacid, després de 3 intents
infructuosos, no va ser possible obtenir cap informacioé sobre la formacid dels complexos de Cu(l)
in vivo en aquestes condicions, a diferencia del que es va observar en la preparacié de la mateixa
proteina a oxigenacié normal, que si que va poder ser caracteritzada. Aquest fenomen observat
corrobora el que ja s'havia descrit anteriorment pel grup de recerca on s'emmarca aquesta Tesi i
gue va demostrar com el grau d'oxigenacidé en els medis de cultius cel-lulars d'E.coli rics en Cu(ll)
afecta i determina la formacioé i les caracteristiques dels complexos Cu-MT in vivo obtinguts.

L'espectre de DC enregistrat corresponent a la produccié d'MtnE a oxigenacié normal
presenta una empremta intensa i ben definida amb absorcions corresponents tipicament a la
coordinacio de I'MT a I'id Cu(l)m] (Fig. 61A). L'espectre de masses enregistrat a pH 7.0 (Fig. 61B)
mostra I'existéncia d'un tipus d'agregats d'estequiometria Ms-MT com a espécie majoritaria, on
M equivaldria a Zn(ll) i/o Cu(l), indistingibles per aquesta técnica a causa de la gran proximitat en
els valors de les seves masses atomiques. En I'espectre d'ESI-MS a pH 2.4 (en aquest valor de pH
acid només és manté enllacat a la metal-lotioneina els ions de Cu(l)) es va identificar la preséncia
de complexos homonuclears Cus-MtnE (majoritari) i de Cus-MtnE presentant una abundancia
relativa d'aproximadament 1:2 (Fig. 61C). A partir de 'espectre a pH 2.4, aixi com amb els valors
del contingut metal-lic mesurats per ICP-AES (4.7 Cu/MT i 0.8 Zn(l1)/MT, Taula 20) es confirma
que l'especiacio obtinguda en la biosintesi, els agregats Ms-MtnE detectats a pH 7.0, correspon a

una mescla del complex homonuclear Cus-MtnE i I'espécie heteronuclear CusZn-MtnE.
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Fig. 61. Espectre de (A) DC de la preparacié de Cu-MtnE en condicions d'oxigenacié normal. Espectres d'ESI-MS de
Cu-MtnE enregistrats a pH 7.0 (B) i 2.4 (C).
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Cu-MtnE
Oxigenacié normal
[prot] (M) 0.90x10™
Zn/MT 0.8
ICPony
cd/MT <L.D.
Cu/MT 4.7

Taula 20. Resultats de la caracteritzacié dels complexos Cu-MtnE obtinguts en la biosintesi de I'MtnE en medis rics en
Cu(ll) en condicions d'oxigenacié normal mitjangant ICP-AES. Les sigles <L.D. indiquen valors per sota del limit de
deteccié. En aquesta taula es mostren només els resultats corresponents a I'lCP-AES convencional ja que no presenta
diferéncia significativa amb els resultats obtinguts en condicions acides.

Per tal d'avaluar la capacitat d'enlla¢ de la isoforma MtnE enfront Cu(l), es va realitzar la
valoraci6 de Zn-MtnE amb addicions seqliencials d'una soluci6 de Cu(l) obtenint-se els
corresponents complexos Cu-MtnE in vitro (Fig. 5, Article 6). Com a resultat d'afegir els 6 primers
equivalents de Cu(l) a la mostra de Zn-MtnE es va observar el desplagament metal-lic Zn"/Cu' en
un procés isosbestic i isodicroic, suggerint un intercanvi metallic de tipus cooperatiu.
L'existéncia del procés cooperatiu es va confirmar a partir dels espectres d'ESI-MS, a pH 7.0i 2.4,
enregistrats durant l'addicié dels primers equivalents (fins a 6 eq de Cu(l)) on s'observa una
especiacié constant amb la formacié dels complexos Cus- i Cus-MtnE des de I'inici de la valoracié,
incrementant-se I'abundancia en solucié d'aquests complexos a mesura que s'afegien més
equivalents de Cu(l) en detriment dels agregats Zns-MtnE inicials (espectres d'ESI-MS a pH 7.0) o
de la forma apo-MtnE (espectres de masses enregistrats a pH 2.4) (Article 6). En aquest punt de
la valoracio, després de 6 eq de Cu(l) afegits, s'observa una saturacid dels senyals de DCi UV-Vis i
es reprodueix perfectament tant I'empremta de DC (Fig. 62A) com I'especiacio detectada en la
bioproduccié de Cu-MtnE en condicions d'oxigenacié normal, en produir-se la transformacié
complerta de I'especie majoritaria inicial Zns-MtnE en els complexos Cus- i CusZn-MtnE (Fig. 62B i
C).

Quan s'afegeixen més equivalents de Cu(l), entre 6 i 8, s'observa la disminuci
d’intensitat en les absorcions de DC, indicant un possible procés de desestructuracié dels
complexos, acompanyat de la formacié d'espécies amb major contingut metal-lic (Cug- a Cusg-
MtnE) (Article 6). En preséncia d’un excés de Cu(l) en solucié, després d'afegir 10 eq, el procés
de desestructuracid s'accentua, observant-se la pérdua practicament complerta dels senyals
presents en els espectres de DC i l'aparicié de la forma apo-MT en solucié. La marcada
inestabilitat dels complexos Ms-MT formats in vitro en preséncia d'un excés de Cu(l),
completament analegs als obtinguts de forma recombinant en condicions d'oxigenacié normal,
ddna sentit a la impossibilitat observada d'obtenir qualsevol tipus d'agregats Cu-MtnE de forma

recombinant en medis de cultius cel-lulars en condicions de baixa oxigenacid, i per tant, a nivells
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elevats de Cu(l) a I'interior de la cél-lula. La baixa estabilitat de tots els compostos Cu-MtnE, tant
in vivo com in vitro, en medis on existeixen elevats nivells de Cu(l) i la formacid preferent d'una
especie heterometal-lica Ms-MT, amb preséncia de I'id Zn(ll), suggereixen que, tot i que aquesta
isoforma presenta moltes caracteristiques de les Cu-tioneines, no es podria classificar com a tal,

sind més aviat com una Cu-tioneina no genuina, de caracter intermedi.
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Fig. 62. Espectres de (A) DC obtinguts de la preparacié de Cu-MtnE (negre) i de I'addicié de 6 (vermell) eq de Cu(l) a
Zn-MtnE. Espectres de d'ESI-MS obtinguts en I'addicié de 6 eq de Cd(ll) a Zn-MtnE enregistrats a pH 7.0 (B) i 2.4 (C).

3.3.1.3. Comparacié de la capacitat d'enllac d'MtnE en el sistema d'MTs de

I'organisme de Drosophila melanogaster

El sistema MT existent en Drosophila (Introduccid, apartat 1.2.2.2.) ha estat objecte d'un
intensiu estudi per part de diferents grups de recerca. Concretament es van caracteritzar les
propietats coordinants, tant in vivo com in vitro, de les primeres isoformes descobertes (MtnA,
MtnB, MtnC i MtnD) per part del grup de recerca en el que s'emmarca aquesta Tesis doctoral.
Com ja s’ha comentat en capitols anteriors, recentment es va descobrir una cinquena isoforma
d'MT (MtnE) i s'ha caracteritzat la seva preferéncia metal-lica seguint la mateixa metodologia
que per a les altres isoformes. Aixi les dades aportades per aquest estudi permeten posar en
relaciéd les caracteristiques coordinants enfront Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) d'MtnE amb la resta
d'isoformes presents en aquest organisme. A continuacié es presenta la discussié dels resultats
obtinguts en I'analisi de les cinc isoformes d'MT presents en D.melanogaster per tal d'establir-hi
relacions i divergencies en el polimorfisme d'MTs observat.

L'estudi dut a terme amb la isoforma MtnE enfront els ions metal-lics Zn(l1), Cd(Il) i Cu(l),
recopilat i discutit en els apartats anteriors, permet classificar la proteina com una Cu-tioneina
de caracter intermig (no extrema o genuina). Com ja s'ha comentat amb anterioritat, el sistema
d’MTs en Drosophila compren 4 isoformes més, a part d'MtnE: MtnA, MtnB, MtnC i MtnD. A la

Taula 21 es presenten els resultats obtinguts sobre el contingut metal-lic i les especies metall-MT
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aillades en les diferents produccions en medis rics en Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) de cadascuna de les

isoformes d'MT de l'organisme D.melanogaster, recollits dels diferents articles publicats.

[90, 113,

1851 En aquesta taula s'observa, en general, un comportament diferenciat d'MtnE pel que

respecta als complexos metall-MT in vivo formats.

Medi de cultiu suplementat amb *°
Zn (300 pM final) Cd (300 uM final) Cu (500 uM final)
Isoforma Ne Contingut Er:\':etglfs Contingut E;IZ‘::'ITS Contingut E;Zi:lel!s
b - b - b -
Cys | metall/Mtn Min® metall/Mtn Min® metall/Mtn Mtn®
Cd4 >Cd3 Cug >
MtnA 10 357 Zn, >7Z 3.8Cd 7.0C
n n Ny N3 ~ Cd452 u CU7
Cdy Cug >
MtnB 12 3.77Zn Zn,s > Zng 4.1 Cd Cd,S> Cds 8.9 Cu ?
CUg
~ Cdss
Cus >
MtnC 12 3.97n Zn, > Zng 2.3Cd Cd, > Cds 4.2 Cu Cu
6
Cus >
MtnD 12 3.87n Zn,s > Zng 2.0Cd Cds 5.3Cu Cu
6
Zns >> Cd, > 4.7 Cu Cus >
MtnE 1 32 3 4.7 4 . Zn, >
tn 0 3.3Zn Zna Cd CdsS, 0.87n Cu4cun1
a

Taula 21. Comparacio dels resultats obtinguts en les produccions recombinants de les cinc isoformes d’MT de
Drosophila on es mostra el contingut metal-lic i els complexos metall-MT d'MtnA, MtnB, MtnC, MtnD i MtnE
recuperats de la sintesi recombinant en medis enriquits en Zn(l1), Cd(l1) i Cu(ll) ® Les dades de totes isoformes,
excepte MtnE, han estat extretes de publicacions anteriors: Valls et al., 2000 per MtnA; Domenech et al., 2003 per
MtnB i Egli et al., 2006 per MtnC and MtnD. b Contingut metall/Mtn calculat a partir de les mesures d'ICP-AES de Zn,
Cd, CuiS. © Espécies metall-Mtn identificades a partir dels espectres d'ESI-MS corresponents.

En la produccié d'MtnE en medis rics en Zn(ll), on per la majoria de produccions de les
diferents isoformes d'Mtn s’obté I'agregat Zns-Mtn corresponent com a espécie majoritaria, es
va detectar el complex Zns-MtnE majoritari, acompanyat d'una petita proporcié de Zn,-MtnE.
Aquesta diferencia de comportament in vivo no es veu reflexada en els espectres de DC de cada
preparacié Zn-Mtn, ja que totes mostren uns senyals practicament plans per sobre de 245 nm
(Fig. 63A), caracteristic d'espécies poc estructurades, tret relacionat amb proteines amb caracter
de Cu-tioneina. Les dades obtingudes indiquen una menor capacitat d'enllag in vivo d'MtnE per
I'i6 Zn(ll) en comparacid amb les altres isoformes Mtn, i en concret menor que les que
s’anomenen MtnB-like (MtnB, MtnC i MtnD), la qual cosa és coherent amb el fet que MtnE conté
2 residus de Cys menys que aquests tipus d'isoformes. En canvi, la diferéncia amb MtnA, que té
10 residus de Cys igual que I'MtnE, no es pot atribuir al contingut en aminoacids coordinants,
confirmant una vegada més que el nimero de residus amb capacitat per enllacar ions metal-lics
(basicament Cys i His) no és I'Unic factor determinant en la coordinacié metal-lica, pero si ho pot

ser la disposicié d'aquests aminoacids en la seqiiéncia primaria de la proteina. En la cerca de les
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diferéncies seqiiencials entre MtnA i MtnE per tal d'esbrinar les possibles raons que expliquin el
diferent comportament d'aquestes dues isoformes, amb el mateix nombre de Cys, en coordinar
Zn(ll) in vivo, s'ha observat que 8 de les 10 Cys d'MtnA es troben situades en 4 motius del tipus
Cys-X-Cys, mentre que aquest fenomen només succeeix 1 vegada en el cas de I'MtnE i, a més,
dos d'aguest motius s'han perdut en la seqiiencia de la cinquena isoforma pel desplacament de
Cys/Gly (posicid 22) i de Cys/Ala (posicié 31) (Fig. 12, Introduccid). Podrien ser aquestes
diferencies estructurals les relacionades amb la singularitat exhibida per aquest péptid en
enllacar Zn(ll) en medis fisiologics. Cal esmentar, perdo, que en acidificar i reneutralizar la
preparacid Zn-MtnE (que conté principalment Zns;-MtnE) es recupera Zns-MtnE com a espécie
majoritaria, la qual cosa indica I'existencia del que s’ha anomenat "4t lloc d'enllag a metall

divalent" en MtnE, acostant aixi el seu comportament al d'MtnA.
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Fig. 63. Espectres de DC de les preparacions de les cinc isoformes d'MT de D.melanogaster obtingudes en cultius
suplementats amb (A) Zn(l1), (B) Cd(ll), and (C) Cu(ll). Els colors en A, B i C corresponen a: MtnA (negre), MtnB
(vermell), MtnC (verd), MtnD (kaki), and MtnE (blau).

L'estudi de la coordinacio de la proteina MtnE vers Cd(ll) aporta informacio rellevant pel
gue fa a aquest fenomen denominat "el 4t lloc d'enlla¢g a metall divalent". En les bioproduccions
en medis rics en Cd(ll) del polipeptid MtnE s'obté com a espécie majoritaria la Cds-MtnE
presentant un espectre de DC (Fig. 63B).

En comparar el comportament de les 5 isoformes de Drosophila vers Cd(ll), cal destacar
gue si bé la majoria donen lloc a la formacio in vivo de I'espéecie Cds-Mtn (Taula 21), MtnE és
['Unica isoforma on no es detecta la formacié de cap espécie que excedeixi I'estequiometria del
complex Cds;-MtnE, que si es va observar en les bioproduccions d'altres isoformes MtnB-like
(Taula 21).“50] L'espectre de DC enregistrat en la preparacid Cd-MtnE també és clarament
diferent de la resta (Fig. 63B), indicant aixi un plegament de la proteina al voltant del Cd(ll)
particular. En medis fisiologics també s'observa la formacié del complex CdsS,-MtnE amb una
abundancia significativament important en la mescla, amb una estequiometria equivalent a

I'espécie Zns-MtnE in vivo amb la incorporacid de 2 ions de sulfur extres. La coordinacié a 4 ions
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divalents (Cd(ll)) sembla exhibir un comportament particular per MtnE, en base a algunes
observacions experimentals: i) que és mantingui la subpoblacié de Cd;-MtnE després de
I'acidificacié de la mostra de Cd-MtnE recombinant a pH 2.4 (Annex 7.1.5, Lamina 7.1.5.1); ii)
I'existéncia de |'espécie CdsZn-MtnE en solucid al final de la valoracié d'intercanvi Zn(I1)/Cd(Il); i
el fet que iii) s'obtingui un complex Cd-MtnE d'elevat grau d'estructuracio després d'afegir de 3 a
4 eq de Cd(ll) a les preparacions recombinants de Zn(ll)-MtnE). Si es tenen en compte també els
resultats in vitro (acidificacions de les preparacions Cd-Mtn i valoracions amb Cd(Il) de les Zn-
Mtn), és destacable el fet que s’hagi observat la resisténcia de la isoforma MtnE a desplacar tot
el Zn(ll) inicialment coordinat o a descoordinar un darrer catié Cd(ll) en acidificar la mostra Cd-
MtnE, indicant I'existéncia d’un lloc de coordinacié especialment afavorit per coordinar ions
divalents, fet que no s’ha observat en les altres isoformes.

En comparar les propietats coordinants de les isoformes d'MT existents en
D.melanogaster vers Cu(l), el fet més destacable és que totes cinc proteines tenen un clar
caracter de Cu-tioneina. Analitzant les diferents preparacions en medis rics en Cu(ll) (Taula 21),
es pot apreciar com MtnE, si bé forma complexos homometallics de Cu com la resta
d’isoformes, amb estequiometries Cu/MT similars a les observades per les isoformes secundaries
MtnC i MtnD perd clarament inferiors a les d'MtnA i MtnB, és |'Unica que forma una espécie
heterometal-lica, CusZn;-MtnE (confirmant un cop més l'existéncia d’un lloc especial de
coordinacio per ions divalents), a més d’observar-se la preséncia d’una espécie amb menor
metal-lacié, Cus-MtnE. Aquests fets son indicatius d’'un menor caracter de Cu-tioneina en MtnE
respecte les altres isoformes. Un altre fet que confirma aquest menor caracter de Cu-tioneina és
la notable inestabilitat d'aquests compostos (tant els obtinguts in vivo com in vitro) en un excés
de Cu(l), que resulta de la desestructuracié de la proteina per donar lloc a I'apo-forma. La gran
similitud entre els complexos Cu-MtnE in vivo i els corresponents de les isoformes MtnC i MtnD
també es veu reflectida en la seva empremta de DC (Fig. 63C), completament analoga a la de les
preparacions Cu-MtnC i Cu-MtnD, suggerint una estructuracio in vivo entorn el Cu(l) molt similar
per tots ells.

Per tal de trobar explicacio al comportament diferenciat d'MtnE vers les altres isoformes
d'MT, es va comparar la seqiéncia primaria de les diferents isoformes de Drosophila
melanogaster. Aguesta recerca de les diferencies entre les isoformes MtnB-like (MtnC, MtnD i
MtnE) i I'MtnB ddna lloc a conclusions no obvies, on la presencia d'un aminoacid bastant
voluminds a la posicié 15 i una carrega positiva aportada per un residu de Lys en la posicié 25
present a la isoforma d'MtnB, i absent en MtnC, MtnD i MtnD sembla ser I'Unica rad plausible
per a l'observacié d'un comportament radicalment diferent en la coordinacié a Cu(l) en relacié a

MtnB.
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3.3.2. Consideracions globals

Tenint en compte, per una banda, que en un estudi previ de les 4 primeres isoformes
d'MT aillades de la mosca D.melanogaster (MtnA, MtnB, MtnC i MtnD), realitzat pel grup de
recerca en el que s'emmarca aquesta Tesi Doctoral, es van definir les isoformes MtnB-like com
les menys Cu—preferents.[113] | per altra banda, que els resultats obtinguts en la caracteritzacié de
les habilitats coordinants de la darrera isoforma d'MT descoberta, MtnE, indiquen que aquesta
isoforma presenta un comportament d'enllag enfront els diferents ions metal-lics (Zn(l1), Cd(ll) i
Cu(l)) similar a les altres MtnB-like perd molt distant a MtnA. Es pot considerar que MtnE és la
proteina amb menys caracter de Cu-tioneina dins el polimorfisme d’MT de Drosophila. A més a
més, no només es pot observar un comportament d'MtnE clarament diferenciat del d'MtnA (la
isoforma amb el caracter Cu-tioneina més pronunciat) sind també diferent del de les seves
isoformes més properes, les MtnB-like. En general, mostra una disminucié de la capacitat de
coordinacio vers els ions metal-lics estudiats, en part atribuible a un menor contingut en Cys, i
també I'existéncia en MtnE d'un lloc particular per a la coordinacié d'un ié6 metal-lic divalent, el
qgual probablement es troba tant interioritzat en |'estructura de la proteina que dificulta el seu
desplagament metal-lic. En vista d'aquests resultats, MtnE es pot considerar com I'MT de
Drosophila amb una capacitat d'enlla¢ als ions metal-lics en la frontera (o sigui, la menys
especifica vers Cu(l) o Zn(ll)), fet que es correlaciona molt bé amb algunes observacions fetes en

I'estudi a nivell genétic.
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3.4. Estudi termodinamic del desplagament Zn"/Cd" en varies Zn-MTs mitjancant la

técnica d'ITC

Tal com s'ha descrit anteriorment, la nova proposta de classificacié presentada pel nostre
grup de recerca (apartat 1.1.5.) té en consideracid aspectes funcionals de les
metal-lotioneines,”? basant-se en I'especificitat d'enllag metal-lic que exhibeixen tant in vivo
com in vitro, diferenciant-les en Zn-tioneines o Cu-tioneines. L'experiéncia del grup en I'estudi de
la coordinaciéo metal-lica de les MTs enfront Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) ha estat adquirida mitjancant
tecniques espectroscopiques (DC i UV-Vis), espectrometria de masses (ESI-MS) i tecniques de
quantificacid (ICP-AES). Altres grups han estudiat aquestes mateixes propietats mitjancant altres
tecniques com MCD, NMR i Raigs X. No obstant, cal remarcar que cap de les tecniques
esmentades ha estat til a I'hora de proporcionar dades definitives sobre I'afinitat de les MTs per
aquests ions metal-lics. Aixo0 és degut, principalment per la seva escassetat, sobretot si es
comparen amb la gran quantitat de dades espectroscopiques disponibles, i per la gran disparitat
entre els valors descrits a la bibliografia.

La recerca de noves tecniques Utils per a la determinacié dels parametres termodinamics
gue defineixen una reaccié quimica concreta d'un sistema biologic succita un gran interées en la
comunitat cientifica, i no ho ha estat en menor mesura en referéncia a la interaccid
metall/proteina. La possibilitat de determinar aquestes afinitats metal-liques resulta molt
atractiva i té un gran valor afegit ja que permetria una avaluacié i comparacié fiable de les
afinitats d’enlla¢g metal-lic, claus en una comprensié quantitativa de la selectivitat i especificitat
metal-lica de multitud de proteines i metal-loproteines. Resulta particularment interessant en el
cas de les metal-lotioneines degut a la relacié existent entre I'enllag metal-lic, I'estructura i
conseqlientment la seva funcid biologica. Tot i que a la literatura es possible trobar una gran
varietat de valors*®® |a gran disparitat entre ells indica que I'estimacid d'aquestes afinitats
metal-liques és encara un problema vigent. En el camp de les MTs molts autors descriuen els
seus intents per determinar les constants d'afinitat de I'enllag¢ a Zn(ll), Cd(Il) o inclis Hg(ll) de
diferents MTs.[167- 168 169, 1701 |, obstant, en la majoria dels casos, aquests treballs s'han fet
mitjangant estudis espectroscopics o electroquimics i tan sols permeten obtenir valors aparents
de les constants d'estabilitat. Un problema addicional d'aquests procediments és la gran
heterogeneitat de resultats obtinguts, els quals varien entre valors de 10% a 10" per a I'enllac a
zn(l), i de 10’ a 10*! per I'enllag a Cd(ll). D'aquesta manera es pot afirmar que fins aleshores no
es disposa de cap eina universal i til que permeti trobar de forma directa els parametres i les
constants termodinamiques associades al procés de coordinacié dels diferents ions metal-lics a
les metal-lotioneines. Afortunadament, les millores en la sensibilitat de les técniques

calorimetriques actuals permeten que aquestes siguin una alternativa valida per solucionar la
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problematica d’obtenir informacid termodinamica acurada i, per a resoldre i aportar claredat a la
gran disparitat de valors presents en la literatura.

La tecnica anomenada Isothermal titration calorimetry (ITC) permet estudiar reaccions
des d'un punt de vista termodinamic, obtenint-se els valors dels parametres termodinamics
d'una gran varietat de reaccions de manera senzilla i directa, incloent-hi la interaccié molecula-
lligand o el procés de bescanvi metal-lic en una biomolécula determinada. Previament, I'lITC s'ha

(171 pero

emprat en algun cas per estudiar I'enlla¢ d’ions metal-lics a diverses metal-loproteines,
per a les MTs les dades disponibles sdn encara molt escasses. Tan sols es troben a la literatura
dos articles dedicats a I'estudi de I'enlla¢ de Pb(II)[m] i Cd(ll)lm] a MTs, ambdds a pH acid, i

també una série de treballs on s’estudia I'enllag de Zn(ll) i Cd(ll) a fitoquelatines.[174’ 71 En

174, 175
aquests dos darrers treballs! ]

s'ha trobat que els valors mesurats mitjancant I'I'TC sén, com
era d'esperar, sensibles al pH i a les propietats coordinants que pugui presentar el tampdé.
D'aguesta manera, es pot afirmar que en cap dels treballs esmentats es van determinar les
constants d'afinitat metal-lica d’una MT a pH neutre, proper al pH fisiologic.

Per altra banda, estudiar la reaccié de competéencia entre el Zn(ll) i el Cd(ll) és interessant
per entendre molts dels processos bioquimics i mediambientals on les MTs juguen un paper
rellevant o es veuen involucrades. Una de les hipotesis més acceptades per explicar el paper
destoxicador de les MTs es basa en que aquestes es troben dins I'organisme en forma de Zn-MT,
on Zn(ll) seria desplagat pels ions toxics Cd(ll), Hg(ll), Pb(ll), Ag(l), etc., de major afinitat per la
proteina, en una eventual intoxicacié. Sembla aixi sobradament justificada la necessitat
d’estudiar aquest procés d'intercanvi metal-lic en les MTs.

Aixi, el principal objectiu d'aquesta part del treball és la determinacié acurada i precisa
mitjangant ITC dels parametres termodinamics associats al desplagament metal-lic Zn"/cd" en
varies Zn-MTs amb la finalitat d'establir una relacié entre les seves constants d'afinitat metall-MT
i el seu caracter de Zn- o Cu-tioneina. El conjunt de metal-lotioneines escollides per aquest
treball han estat préviament caracteritzades seguint la metodologia habitual en el grup (Apartat
1.3. Disseny experimental) i conseqlentment classificades en base a la seva especificitat
metal-lica. Aixi s'inclouen tant isoformes amb especificitat metal-lica molt ben definida per Zn(ll),
Cd(ll) o Cu(l), com d'altres sense una clara preferéncia per cap dels ions metal-lics esmentats.
També cal fer palés que les MTs aqui utilitzades tenen estructures primaries caracteristiques,
presentant longituds diferents (des de 55 aa fins a 70 aa), diferent composicié d'aminoacids a les
cadenes i un contingut en residus de Cys molt variable (de 12 a 20 Cys).

Tenint en compte tot I'esmentat, les proteines seleccionades (Taula 22) han estat les
dues isoformes d'MT dels cargols terrestres H.pomatia (HpCAMT i HpCuMT) i C.aspersum
(CaCdCuMT, CaCdMT i CaCuMT), que presenten unes seqliencies molt similars, tot i tenir

especificitats metal-liques propies; les MTs de mamifer MT1, MT2 i MT3, que també sén molt
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similars entre si, essent MT1 i MT2"7¢! definides com a Zn-tioneines mentre gue MT3H77
presenta caracteristiques de Cu-tioneina; i la isoforma Cupl de S. cerevisiae, una Cu-tioneina

genuina, amb un n2 d'aminoacids i de residus de Cys menor que totes les anteriors.
3.4.1. Caracteristiques quimiques de les proteines estudiades

Les principals caracteristiques de les preparacions de Zn-MT emprades per a la

caracteritzacié termodinamica es presenten a la Taula 22.

Neaa | NeCys | (oo e drabundanci
HpCdMT 67 18 Zne-
HpCuMT 65 18 Zng- ~ Zns- > Zna- > Zns-
CaCdMT 67 18 Zng-
CaCdCuMT 64 17 Zng- > Zns- > ZNny-

CaCuMT 67 17 Zng- > Zn;s-

Cupl 55 12 Zn4- >Zns- > Zns- > Zny-

MT1 63 20 Zn;-

MT2 63 20 Zn4-

MT3 70 20 Zns- > Zng- > Zns-

Taula 22. Principals caracteristiques de les proteines utilitzades i de les corresponents preparacions recombinants
obtingudes de medis rics en Zn (Zn-MT).

Les dades recollides a la Taula 22 permeten distingir basicament dos grups d'MTs en base
al seu comportament en presencia de Zn(ll): aquelles que donen lloc a una Unica espécie Zn-MT
in vivo (HpCdMT, CaCdMT, MT1 i MT2), la majoria de les quals han estat classificades com a Zn-
tioneines; i les que donen lloc a una mescla de complexos Zn-MT de diferent contingut metal-lic,
algunes d'elles definides com a Cu-tioneines (HpCuMT, CaCuMT i Cupl) i d’altres amb un
caracter intermedi entre Zn/Cu-tioneina (CaCdCuMT i MT3). Tenint en compte, |'estequiometria
de les espécies formades, la longitud de la cadena i el nombre de Cys, es pot afirmar que, com
calia esperar, el nimero de residus de cisteines afecta exclusivament al contingut metal-lic
(estequiometria) dels complexos formats, mentre que a priori no sembla que hi hagi una relacié
directa amb la longitud de la cadena. Caldra veure de quina manera el niumero de residus
d'aminoacids coordinants (Cys) i I'especiacio inicial (si es parteix d'una mescla de complexos o
d'una Unica especie Zn-MT inicial) afectara o determinara els parametres termodinamics de la

reaccio.
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3.4.2. Dades calorimétriques associades al desplagament metal-lic Zn"/cd" en varies

Zn-MTs
La reaccid que s’ha estudiat és la seglient:

Zn,-MT +yCd** — Cd,-MT +xZn**

Els termogrames obtinguts en valorar cadascuna de les preparacions Zn-MT escollides

amb una solucié de Cd(ll) es presenten a la Fig. 64.

Un programari especific pel tractament d'aquests termogrames permet a través d'uns
calculs matematics ajustar les dades experimentals obtingudes a corbes tedriques i aixi obtenir
els valors dels parametres termodinamics associats a la reaccid (Taula 23). Per a les corbes
obtingudes en aquest estudi, s'han aplicat dos models entre els diferents tipus d'ajustos
disponibles, el de "one set of sites" (considera que tots els centres d'unié sén equivalents) o el de
"two set of sites" (implica I'existéncia de dos tipus de centres d'unié diferents per a I'iéd metal-lic).
Tot i que hi ha termogrames on la forma de doble derivada indicaria sense cap dubte la
preséncia de 2 tipus de centres d'unié, és a dir, la necessitat d'aplicar el model de "two set of
sites", alhora de fer I'ajust matematic s'ha vist que els parametres termodinamics obtinguts
presenten un error associat al calcul no acceptable, i molt més gran que el que s'obté amb I'ajust
al model de "one set of sites" del mateix termograma. Tot plegat, indica que, encara que hi ha
processos on existeixen diferents centres d'unio, en tots els casos estudiats els centres d'unié del
primer tipus presenten un valor de N molt petit i una K d'unié lleugerament més elevada que els
dels segon tipus. En els experiments duts a terme, aquest primer procés no proporciona ni
suficient numero de punts ni amb la intensitat suficient com per a poder obtenir els parametres
termodinamics associats amb un error petit. Es demostra aixi que obviant aquest procés
observat a n? eq afegits molt petit (que podria ser a causa de que alguns casos partim d'una
situacid inicial de mescla d'espécies) utilitzant un metode de calcul on es consideren tots els
centres d'unié iguals s'obtenen resultats amb un error associat menor. En qualsevol cas, aquest
tractament aporta informacié igualment acceptable per a I'estudi ja que la consideracié d'un o
altra model no afecta significativament als parametres termodinamics més importants. D'alguna
manera en l'ajust de tipus "one set of sites"” s'inclou també aquest primer procés, tant en el valor

dela Kcom e el de la N, que seria un sumatori de tots dos processos.
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HpCdMT A | HoCuMT Cupl
Time (min) Time (min) Time (min)
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Fig. 64. Termogrames enregistrats en I'addicié d'una solucié de CdCl, a les corresponents Zn-MTs de concentracié 10-
15 uM. L'experiéncia es va dur a terme a T constant de 25 °C i en solucions tamponades amb 50 mM Tris-HCl a pH 7.0
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N K. log K.r Ac;m.c*_1 AH 3 As_1 .
(cal-mol™) (cal'mol™) (cal-mol™K"™)
HpCdMT  4.37+0.04  2.05x10°+0.4x10°  6.31 -8622 -7791 + 130 2.79
HpCuMT  6.0+0.1 2.8x10°+0.4x10°>  5.30 -7425 -7355 + 231 0.238
CaCdMT  55+0.1 2.3x10° £ 0.6x10°  6.36 -8667 -8274 + 182 1.32
CaCdCuMT  7.2+0.1 4.6x10° £0.7x10°  5.66 -7730 7792 +173 -0.209
CaCuMT  45+0.1 1.5x10° £0.1x10°  5.18 -7060 -8142 + 166 -3.63
Cupl 2.32+0.06  2.9x10°+0.4x10°  5.46 -7756 -6883+250 1.91
MT1 6.57+0.04  1.2x10°+0.1x10°  6.08 -8298 -6176+49.46 7.12
MT2 520+0.03 6.64x10°+0.5x10° 5.82  -7940.22  -5887+56.39 6.89
MT3 6.91+0.09  3.23x10°+0.26x10°  5.51 -7518 -6189+53.93 4.46

Taula 23. Parametres termodinamics calculats a partir dels termogrames de la Fig. 64, corresponents a |’addicid de
CdCl, a les corresponents solucions de Zn-MT de concentracié 10-15 uM a pH 7.0 i 25 °C. Els valors de AG,* han
estat calculats a partir dels valors de AH i AS mesurats a 298 °K.

En un primer analisi de les dades obtingudes es pot apreciar que l'intercanvi metal-lic de
Zn(ll) pel Cd(ll) en totes les Zn-MTs considerades té lloc de forma exotérmica i espontania, en
total concordanca amb el fet de que aquesta reaccié de desplacament sempre ha estat
considerada termodinamicament afavorida.

Un altre tret caracteristic és la concordanca entre els valor de K,sobtinguts i els valors de
AG calculats (AGg, c*) a partir de les dades obtingudes, tal i com era d'esperar si es té en compte
la relacié existent entre I'entropia i les constants associades a les reaccions. L'analisi dels valors
de AG calculats indica que aquests valors a 25 °C sén molt similars entre ells en tots els
experiments, entre 7 i 9 kcal-mol™. Inclds aquells processos que presenten diferents entalpies o
entropies tenen un valor de AG en concordanca amb la resta indicant que en tots els casos hi ha
el mateix grau d'espontaneitat, sense que cap dels valors sigui especialment major o menor que
la resta.

La comparacio de les dades obtingudes permet observar com la majoria dels valors de
AH es troben al voltant de 6-8 kcal-mol™, mentre que la majoria dels valors de AS presenten
valors de -4 a 7 cal-mol™K™. Aixo significa que I'aportaci6 del factor entropic és molt menor que
I'entalpic, probablement a causa d'un plegament similar de la proteina quan uneix a ambdés ions
metal-lics, o en qualsevol cas implicaria una variacié en el plegament global de la proteina
relativament baixa.

En referéncia a les constants d'afinitat associades al procés, es poden separar en dos
grups principals, aquelles que tenen un log K, per sobre de 6.0 i les que presenten uns valors de
constant ordre de magnitud inferior, amb valors de log K, per sota de 6.0.

Finalment, el parametre N, definit com el punt de saturacié de la proteina si bé en
aquesta reaccié pot ser indicatiu de I'estequiometria de la reaccid, pren diferents valors segons

la proteina en qlestid. Tot i que caldria esperar, a priori, que fos un valor estretament lligat al
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nombre de Cys presents a la cadena aminoacidica, existeixen casos especials en els que
isoformes amb el mateix numero de cisteines prenen un valor de N molt diferent, especialment
en el cas de les proteines dels cargols H.pomatia i C.aspersum. En analitzar en profunditat els
termogrames es pot apreciar que el valor N pot estar altament influenciat per I'ajust realitzat,
potser més que d’altres factors. En algun cas on I'ajust és baix aquest parametre apareix a valors

lleugerament més elevats o més petits del que s'esperaria.

3.4.3. Analisi de les dades termodinamiques i comparacio amb d'altres estudis sobre

la reaccié de desplacament Zn"/cd" en les espécies Zn-MT in vivo

Una vegada presentats, a grans trets, els parametres termodinamics obtinguts per a la
reaccié de bescanvi metal-lic Zn"/Cd" de les diferents proteines, és important comparar aquests
resultats amb les dades obtingudes previament pel mateix procés mitjancant altres tecniques,
com DC, UV-Vis i ESI-MS, especialment pel que fa referéncia a la seva classificacié com a Zn- o
Cu-tioneines.

Aguelles isoformes que han estat classificades préviament com a Zn-tioneines (MT1,
HpCdMT i CaCdMT) mostren uns valors de constants d'afinitat de |'ordre de 106, els més elevats,
i uns valors de AG inferior a les - 8000 cal-mol™. No obstant, el comportament d’aquestes tres
isoformes enfront Cd(ll), tant in vivo com in vitro, no és exactament identic. En tots els casos, el
desplacament Zn"/cd" té lloc de manera sequencial fins al punt de saturacié de la proteina (6
Cd(ll) per HpCdMT i CaCdMT, 7 Cd(ll) per MT1). Pero mentre que en les bioproduccions en medis
rics en Cd(Il) de les isoformes HpCdMT i CaCdMT es forma una Unica espécie, MT1 en les
mateixes condicions dona lloc a una mescla de diverses espécies, on en excés de Cd(ll) I'espécie
majoritaria esdevé la Cd,-MT1, indicant aixi un major caracter de Cd-tioneina de les proteines de
cargol. De la mateixa manera, per les isoformes HpCdMT i CaCdMT, s'obte I'espécie Unica Cds-
MT in vitro, per 6 eq de Cd(Il) afegits a Zne-MT, estable al temps i en excés de Cd(ll). Es el cas
perfecte d'unes isoformes que presenten una elevada afinitat per Cd(ll), que clarament queda
reflexada pels seus parametres termodinamics, sobretot en la K.

Per altra banda, aquelles isoformes que exhibeixen un major caracter de Cu-tioneines
(CaCuMT, HpCuMT i Cupl[sgl), encara que en diferents graus, donen lloc a valors de la constant
d'afinitat de I'ordre de 5, i en correspondéncia un valor de AG més gran que per les Zn-tioneines,
al voltant de -7000 cal-mol™. El comportament de totes tres proteines enfront Zn(ll) i Cd(ll), tant
in vivo com in vitro, és forca similar: totes elles donen lloc a una mescla de diferents espécies en
les seves bioproduccions amb Zn(ll) (Taula 22), i per tant, totes les valoracions realitzades, tant
les seguides per ITC com per altres técniques (DC, UV-Vis i ESI-MS), parteixen d'una situacid

inicial amb diversitat de complexos Zn-MT, la qual cosa probablement afecta la reaccié que
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s’esta estudiant. De fet, les valoracions amb Cd(ll) d’aquestes proteines donen lloc, en tots els
casos, a una mescla d’espécies, indicatiu d’'una baixa preferéncia per aquest i6. L'obtencid de
multitud d’espécies en tots els passos de la valoracid, tant incial, intermedi i final, pot provocar
I"obtencié d’uns valors dels parametres termodinamics més baixos per aquestes isoformes amb
un caracter extrem de Cu-tioneina en comparacié amb les que presentaven aquelles
classificades com Zn-tioneines.

Pel que fa a la isoforma CaCdCuMT, definida en estudis previs com una proteina
d'especificitat intermedia amb un lleuger caracter de Cu-tioneina, presenta valors situats les Zn- i
les Cu-tioneines, tant pel que fa a Ky com per AG. Especificament, les dades obtingudes sén
valors situats entre els obtinguts per les altres dues isoformes del cargol Cornu aspersum
d'especificitat extrema, caracteritzades com a Zn i Cu-tioneina respectivament. Aixi, els
parametres termodinamics obtinguts permeten confirmar el caracter intermedi de CaCdCuMT
altrament observat. Aquest caracter de Cu-tioneina intermedi concorda perfectament amb
I'estudi de I'especificitat metal-lica realitzat previament, on es va observar la formacié de
diverses espécies M-MT tant en les produccions recombinants en medis de cultiu rics en Zn(ll) i
Cd(ll), com in vitro per desplagament metal-lic de Zn(ll) per Cd(ll), caracteristic de les Cu-
tioneines.

Tenint en compte les dades obtingudes i la comparacié amb la bibliografia, és més que
evident que I'ITC és una eina que pot arribar a ser enormement efica¢ per a coneixer, per
primera vegada, les afinitats metal-liques d'aquestes metal-loproteines. L'ITC, amb un Unic
experiment, permet obtenir els parametres termodinamics que es poden correlacionar amb
I'afinitat metal-lica de les diferents isoformes d'MT i, en definitiva, amb el seu caracter de Zn- o
Cu-tioneines. Es per aquests motiu que es poden aplicar els resultats obtinguts per tal de predir
el comportament de les proteines d'estudi. Es el cas de les dues isoformes d'MT, MT2 i MT3. En
el cas concret d'MT2, aquesta comparteix les principals caracteristiques termodinamiques amb
les Zn-tioneines, amb una K elevada i un valor de AG de -7.9 kcal-mol™, molt proper al de la Zn-
tioneina de mamifer MT1. El cas de I'MT3 resulta ser diferent a la resta d'MTs de mamifer
estudiades. La mescla inicial esta formada per una diferents complexos, essent Zn;,-MT3 el
majoritari. Aquesta presenta uns valors dels parametres termodinamics clarament associables a
una MT amb marcat caracter de Cu-tioneina, com sén una K, de l'ordre de 5, més baixa que la
d'MT2, i amb valor de AG clarament inferior també, de -7.3 kcal-mol™ (Taula 23).

Aixi, el conjunt de dades obtingudes permet classificar aquestes dues MTs de mamifer,
essent MT2 de manera clara una Zn-tioneina, mentre que MT3 té un caracter més proper a les

Cu-tioneines, sense mostrar en cap cas un comportament extrem.
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N N2Cys | Cys/N | logKy

HpCdMT 4.4 18 4.09 6.31
HpCuMT 6.0 18 3.00 5.30
CaCdMT 55 18 3.28 6.36
CaCdCuMT | 6.9 17 2.36 5.66
CaCuMT 4.5 17 3.78 5.18
Cupl 2.3 12 5.22 5.46
MT1 6.7 20 2.98 6.08
MT2 5.2 20 3.85 5.82
MT3 5.7 20 3.5 5.51

Taula 24. Valors experimentals de N i log Kaf mesurats en els diferents experiments de desplagament metal-lic
Zn"/cd" en diverses Zn-MTs en comparacié amb el valor de nombre de Cys/N.

Si fem una ordenacié en funcié dels valors de les constants d'afinitat obtingudes, la
gradacié de més a menys resultant correspon a: CaCdMT> HpCdMT> MT1> MT2> CaCdCuMT>
MT3> Cupl> HpCuMT> CaCuMT. Aquesta gradacié no encaixa perfectament amb el caracter de
Zn- i Cu-tioneina definit per les MTs estudiades perd en canvi, si que ho fa amb un possible
caracter de Cd-tioneina. En primer lloc es troben aquelles isoformes que presenten una major
especificitat pel Cd(ll), observada de forma molt evident tant en estat natiu com in vivo i in vitro,
i que conseqiientment han estat anomenades CdMTs, la HpCAMT i la CaCdMT. Es possible
observar aquesta major afinitat pel Cd(ll) en els termogrames obtinguts, amb un primer procés
molt marcat, indicant que els primers equivalents de Cd(ll) s'uneixen amb molta afinitat. Aquest
fet ha estat altrament observat en les valoracions amb Cd(ll) mitjangcant ESI-MS i DC. A
continuacid, en aquesta gradacid, es situen les Zn-tioneines, perd mostrant lleugeres diferéncies
en el seu comportament. Recentment, un estudi comparatiu de I'especificitat metal-lica d'MT1 i
MT2 mostra com tot i que les dues isoformes presenten un elevat caracter de Zn-tioneina, I'MT2
presentaria una especificitat pel Zn(ll) major. S'ha postulat que I'MT1 podria formar part del
mecanisme de destoxicacié del Cd(ll), mostrant per tant una K més gran que MT2, a diferencia
de la segona isoforma que estaria més involucrada en I'homeostasi del Zn(Il), més reticent a
bescanviar alguns dels ions Zn(ll) inicialment enllacats, per tant, correspondéncia amb una Ky
d'MT2 lleugerament inferior. A la cua de la gradacié es troben les isoformes amb un caracter
intermedi com CaCdCuMT i MT3, amb un major caracter de Cu-tioneina. Finalment, trobem
inequivocament aquelles MTs que sdn clarament Cu-tioneines, com la Cupl, HpCuMT i CaCuMT.
Un fet interessant, és veure com la Cupl, la Cu-tioneina genuina, presenta una K, lleugerament
superior a les altres dues. Aixo no es pot relacionar de forma directa amb un menor grau de Cu-
tioneina, siné possiblement a un tret diferencial amb les altres dues, donat que aquesta és més
curta, i presenta un numero de Cys inferior i possiblement un plegament de la proteina diferent
als anteriors. Aquest fet indica que la comparacié directa de K de diferents isoformes s'hauria de
fer entre aquelles que presenten caracteristiques estructurals similars, i per comparacidé en

general s'hauria de fer algun tipus de normalitzacié de les dades.
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3.4.4. Consideracions globals

El conjunt de dades obtingudes en I'estudi del bescanvi metal-lic Zn"/cd" en diverses
produccions de Zn-MTs mitjancant la técnica d'ITC permet concloure que ha estat util per
calcular els valors termodinamics associats a la reaccio considerada de forma directa, amb una
error baix i amb una quantitat de mostra relativament petita, validant aixi la idoneitat de la
metodologia per a I'estudi de les MTs.

Per altra banda, ha estat possible determinar la relacié entre la K (i la AG) i el caracter de
Zn- i Cu-tioneina, i fins i tot, I'especificitat vers el Cd(ll) de les diferents isoformes d'MT,
possibilitant I'aplicacié d'aquesta eina en I'obtencié d'informacié addicional sobre I'especificitat
metal-lica de noves MTs.

L'estudi realitzat amb les diverses MTs indica que els valors termodinamics obtinguts
estan lligats amb les propietats intrinseques de les proteines (longitud i nimero de Cys), a més
de la seva puresa (nombre d'espécies inicials), el seu caracter d'afinitat metal-lica i per tant, es fa
molt dificil la comparacié en valors termodinamics entre proteines que no estiguin estretament

relacionades.
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3.5. Estudi de I'evolucié amb el temps de les preparacions Cd-MT

Després d'estudiar una considerable varietat de metal-lotioneines de diversos
organismes, s'han pogut recollir evidéncies suficients com per relacionar la preséncia o abséncia
d'anions sulfur com a lligands addicionals en les preparacions recombinants en medis enriquits
amb Cd (Cd-MTs) amb el seu caracter de Zn- o Cu-tioneines. Aquelles proteines que es
caracteritzen per una baixa preferéncia pels ions divalents Zn(ll) i Cd(ll), és a dir, aquelles
definides com a Cu-tioneines, son les que presenten un major contingut en lligands sulfur en les
seves espécies Cd-MT, i fins i tot en alguns casos en les formes Zn-MT."™ A més a més, va ser
possible observar com en aquelles bioproduccions Cd-MT amb la preséncia de lligands sulfur
extres patien un procés d'evolucid al llarg del temps, donant lloc a canvis considerables tant en
les seves propietats espectroscopiques com en |'especiacié dels complexos Cd-MT i Cd,S,-MT
detectats.’

Amb l'objectiu de caracteritzar aquestes variacions i establir una metodologia que
permeti relacionar univocament el fenomen d'evolucié amb el temps amb el caracter de Cu-
tioneina de qualsevol MT, es va decidir dissenyar una serie d’experiments on es van analitzar un
conjunt de bioproduccions de diverses MTs obtingudes en medis rics en Cd(ll) (Cd-MTs) on la
presencia dels lligands sulfur (en major o menor mesura) ha estat detectada. Aixi, per aquest
estudi, es van triar diverses MTs de diferents organismes (Fig. 65), amb una especificitat

metal-lica ben coneguda i definida sota la mateixa estratégia experimental.

HpCuMT GSGRGK--NCGGACNSNPCSCGNDCKCGAGCNCDRCSSCHCSNDDCKCGSQCTGSGSCKCGSACGCK
HpCdMT GSGKGKGEKCTSACRSEPCQOCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCSCK

CaCuMT GSMSGRG--QONCGGACNSNPCNCGNDCNCGTGCNCDQCSARHCSNDDCKCGSQCTRSGSCKCGNACGCK
CaCdCuMT GSMSGKG--SACAGSCNSNPCSCGDDCKCGAGCSCAQCYSCQCNNDTCKCGSQCSTSGSCKCG-SCGCK
CaCdMT GSMSGKGKGEKCTAACRNEPCQCGSKCQCGEGCTCAACKTCNCTSDGCKCGKECTGPDSCKCGSSCGCK

MT2 GSMDPN-CSCASDGSCSCAGACKCKQCKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCSQGCICK-—————— EASDKCSCC
MT3 GSMDPETCPCPTGGSCTCSDKCKCKGCKCTNCKKSCCSCCPAGCEKCAKDCVCKGEEGAKAEAEKCSCC
Cupl GSQONEGHECQCQCGSCKNNEQCQOKSCSCPTGCNSDDKCPCGNKSEETKKSCCSGK

Fig. 65. Alineacio de les diferents seqiieéncies aminoacidiques de les MTs recombinants de: les isoformes dels cargols
terrestres H.pomatia (HpCAMT, HpCuMT) i C.aspersum (CaCdMT, CaCuMT i CaCdCuMT), les isoformes de mamifer
MT2 i MT3, i finalment la proteina Cup1l del llevat S.cerevisiae. En fons groc es representen els residus de cisteina, en
verd les histidines i en blau el residu de tirosina.

Entre les MTs escollides es troben les isoformes dels cargols terrestres H.pomatia
(HpCAMT i HpCuMT) i C.aspersum (CaCuMT, CaCdCuMT i CaCdMT), organismes de la mateixa
familia i amb isoformes amb seqliencia d'aa molt similars. S6n particularment interessants
perquée presenten especificitats metal-liques completament diferenciades i molt ben definides
(analitzades a l'apartat 3.1. i 3.2. del bloc de Resultats i discussid). També s'han inclos MTs

. . P 89] . ,
d'altres organismes com, una isoforma del llevat S.cerevisiae (Cupl)[ i dues de mamifer
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(MT2[176] i MT3[177]), previament estudiades i caracteritzades. La preséncia de Cupl és
especialment important ja que aquesta proteina és considerada com la Cu-tioneina genu'|'na.[89]
En la seva caracteritzacid ja es va descriure, a grans trets, aquest fenomen d'evolucié amb el
temps i es va relacionar amb la presencia de Iligands sulfur en la preparacié Cd-MT. Pel que fa a
les isoformes d'MT de mamifer triades, es pot afirmar que la seva importancia en I'estudi rau en
el fet indiscutible de que sén les proteines més estudiades i que desperten més interes entre la

comunitat cientifica. Es conegut que MT2 i MT3 presenten un comportament clarament

176, 177 176]
[176, 177] [176] &g

diferenciat envers Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l). Els darrers resultats indiquen que la MT2
clarament una Zn-tioneina, mentre que MT3077] presentaria caracter de Cu-tioneina.
Addicionalment, el conjunt d'MTs triat permet analitzar altres factors, com sén la variabilitat en

composicio d'aa i la diferent longitud del polipéptid.

3.5.1. Estudi de I'evolucio amb el temps mitjan¢ant les tecniques de DC, UV-Vis i ESI-
MS

L'evoluci6 amb el temps de les diverses preparacions recombinants de Cd-MT
considerades, en solucié aquosa Tris-HCI, a un valor de pH al voltant de 7 i a temperatura
constant de 25 °C, ha estat monitoritzada mitjancant les tecniques de DC, UV-Vis i ESI-MS, de
forma analoga als altres experiments realitzats en aquesta Tesi (Apartat 5. Procediment
experimental i técniques utilitzades). La primera analisi dels resultats obtinguts permet
fonamentalment diferenciar aquelles preparacions Cd-MT que evolucionen amb el temps (en
major o menor grau) d'aquelles que no ho fan, fet condicionat sempre a la preséncia de lligands
sulfur en la preparacid i, per tant, amb el seu caracter de Cu-tioneina.

Aqguelles proteines que no van evolucionar al llarg del temps, demostrant una gran
estabilitat dels complexos Cd-MT presents en solucid, corresponen a HpCdMT i CaCdMT,
definides com a Zn-tioneines. La seva bioproducciéo en medis rics en Zn(ll) o Cd(ll) déna lloc a
especies uUniques d'estequiometria Mg-MT (on M= Zn(ll) o Cd(ll)) amb caracteristiques
espectroscopiques molt similars respectivament. Els resultats obtinguts en la monitoritzacié al
llarg del temps (Fig. 66) mostren la invariabilitat tant en del plegament de la proteina, com ho
corroboren espectres de DC (Fig. 66A i B), com la dels complexos Cdg-HpCdMT i Cde-CaCdMT
inicials que es mantenen inalterats (Fig. 66C i D). Aquesta manca d'evolucié amb el temps esta

en total concordanca amb I'elevada especificitat metal-lica que presenten enfront Cd(ll).
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En un altre grup, entre les proteines que si evolucionen amb el temps, es troben les
isoformes d’MT dels cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum, HpCuMT i la CaCuMT, descrites
anteriorment com a Cu-tioneines, i on es van detectar la preséncia de lligands sulfur en les seves
corresponents preparacions Cd-MT.

L’estudi de I'evolucio al llarg del temps (més de 30 dies) d'ambdues preparacions, Cd-
HpCuMT i Cd-CaCuMT, mitjancant DC, UV-Vis i ESI-MS (Fig. 67 i Fig. 68) permet observar
variacions de les mostres inicials e identificar tendéncies comuns en el seu comportament. Es
rellevant remarcar com, tot i les tendéncies globals de comportament observades, el caracter de
Cu-tioneina, aixi com el contingut en sulfurs inicials, marquen diferéncies més o menys
significatives en I'evolucid amb el temps de les diferents bioproduccions Cd-MT. En el cas de
HpCuMT, a partir de les 3 produccions de Cd-HpCuMT, amb estadis inicials lleugerament
diferents (espectre de DC, contingut en sulfurs i espécies metal-liques inicials), s'arriba a estadis
finals molt semblants. En concret, en I'estudi de I'evolucié amb el temps de la produccié Cd-
HpCuMT de tipus 1 (Fig. 67C) es mostra com després de 30 dies en solucid les espécies inicials i
majoritaries Cde- i Cd;,-HpCuMT es transformen en |'espécie majoritaria i practicament Unica
CdgS-HpCuMT, augmentant el seu contingut en cadmi i sulfur. Per una altra banda, la
bioproduccié de Cd-CaCuMT, on inicialment les espécies de tipus CdxS,-MT i en concret |'agregat
CdgS-CaCuMT tenen una major importancia, tot i observar-se un comportament analeg a
I'anterior a nivell espectroscopic (creixement de la banda ca. 280 nm vs la disminucié de la
senyal a 250 nm), aquesta resulta al llarg del temps en la degradacio de la mostra. De tota
manera s'observa com amb 10 dies d'evolucié I'espécie CdgS-CaCuMT guanya intensitat i
importancia en la mescla, com succeeix en el cas de la isoforma de coure analoga, HpCuMT. Aixi,
és plausible hipotetitzar que és el contingut en sulfurs i en espécies CdS-MT inicials la que

determina I'evoluciéo amb el temps de les diferents mostres, aixi com |'estabilitat de les formes
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obtingudes. Una major importancia de les espécies CdS-MT inicials podria estar relacionada amb
una menor estabilitat de les mostres, o potser una dificil determinacié mitjancant ESI-MS.
Possiblement una major quantitat de sulfurs déna lloc a espectres d'ESI-MS molt sorollosos,
inclus complexos Cd,S,-MT molt inestables.

En general, com s'observa en l'analisi amb el temps de Cd-HpCuMT i Cd-CaCuMT, els
espectres de DC de les mostres evolucionades presenten uns senyals més intensos i definits,
observant-se un desplacament de les absorcions inicials cap a valors de longitud d’ona més
elevades, especialment al voltant de 270 nm (positiva o negativa), corresponents a I’enllag Cd-S°.
Aquest fenomen es fa més evident en els espectres d’UV-Vis, on s’observa un increment de
I"absorcio a valors superiors a 270 nm en detriment de la senyal ca. 250 nm, fet que s’interpreta
com un augment del nombre d’enllacos de tipus Cd(ll)-sulfur i una disminucié dels de tipus Cd-
MT. La reestructuracié dels enllacos es determina també a través dels espectres d’ESI-MS
enregistrats. A grans trets, es detecten canvis en I'especiacid, observant-se el creixement o
I'aparicié d’espécies Cd,S,-MT en solucié en detriment de les espécies Cd-MT majoritaries
inicialment, en completa concordanga amb la pérdua de senyal de I'enllag Cd-Sc,s (250 nm) i el
creixement del corresponent Cd-s* (per sobre 270 nm). Cal destacar que les especies CdS-MT
formades tenen un major contingut en Cd(Il) (estequiometria Cd/MT més elevada) que les
especies no sulfurades, fet que indica que la incorporacié de sulfurs com a lligands addicionals
en els complexos Cd-MT proporciona a les proteines una major capacitat per enllagar ions Cd(ll),

com ja s’ha descrit a la literatura recentment.
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preparacié Cd-HpCuMT a pH 7i 25 °C.
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Aguest fenomen de desplacament de les bandes d’absorcié a longituds d’ona superiors a
270 nm va ser préviament observat en polipeptids rics en Cys, les fitoquelatines (Introduccio,

95 .y
51 on es va proposar la formacié d’unes

apartat 1.1.4.2.). En l'estudi d’aquests peptids,
particules de sulfur de cadmi unides als péptids, que es van anomenar “crystallites”, es va
concloure que el desplacament dels maxim de les absorcions cap a longituds d’ona superiors en
la zona de 260-280 nm es podien relacionar amb un creixement de la mida de les particules de
CdS. Aquest comportament, observat en plantes superiors, es va associar a un procés de
destoxicacio del Cd(ll) en organismes superiors.

El sistema d'MTs del cargol terrestre C.aspersum presenta addicionalment una tercera
MT en els seus teixits, la isoforma mixta CaCdCuMT. Aguesta ha estat definida com una proteina
de caracter Zn/Cu-tioneina intermedi perd amb una major tendéncia a comportar-se com a Cu-
tioneina. Una evidéncia d'aquest comportament com a Cu-tioneina és I'observacio del procés
d'evoluciéo amb el temps que pateix la preparacié Cd-CaCdCuMT. Mitjangant |'analisi per DC, UV-
Vis i ESI-MS de Cd-CaCdCuMT in vivo al llarg del temps (Fig. 69) va ser possible determinar un

comportament que seguia les tendéncies globals observades per a les isoformes CaCuMT i

HpCuMT, amb les que comparteix una elevada similitud seqliencial.
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Fig. 69. Espectres de (A) DC, (B) UV-Vis i (C) ESI-MS enregistrats en diferents estadis de I'evolucié amb el temps de la
preparacié Cd-CaCdCuMT a pH 7i 25 °C.

Les mostres presenten canvis estructurals i d'especiacid, donant lloc a la formacié de
complexos Cd,S,-MT de major estructuracié (espectres de DC més definits i més senyals) i el
creixement de les particules de tipus Cd,S,-MT (creixement de les absorcions per sobre de 280
nm). Finalment, remarcar com els espectres d'ESI-MS enregistrats en estadis avancats

d'evolucid, mostren la preséncia de forma majoritaria dels complexos CdgS- i CdgS-MT. Aquests
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resultats indiquen la preferéncia per a formar aquest tipus de complexos en totes les CuMTs de
cargols terrestres estudiades i que mostren canvis al llarg del temps (CaCuMT i HpCuMT).

Una vegada estudiat el fenomen d'evolucié amb el temps en dos sistemes d'MT
estretament relacionats (longitud, nimero d'aminoacids i de residus de Cys, alineament de la
sequéncia) i amb una especificitat tan extrema i clarament diferenciada com sén les isoformes
d'MT presents als cargols terrestres H.pomatia i C.aspersum, aquest estudi es va fer extensiu a
altres MTs amb diferents particularitats. Aquestes en presentar caracteristiques diferents, com
son el diferent numero de Cys, d'aa i el caracter d'especificitat metal-lica sén de gran utilitat per
ampliar, contrastar i conéixer millor el fenomen d'evolucié amb el temps préviament observat.

S'inclou en aquest estudi la isoforma Cupl, definida inequivocament com una Cu-
tioneina genuina. Aquesta va ser estudiada préviamentlsg] i formant part de la Tesi Doctoral del
Doctor R. Orihuela, com s'observa en la Fig. 70. S'ha dut a terme novament aquesta experiéncia
sota les mateixes condicions experimentals, obtenint-se resultats completament analegs. El
procés d'evolucié amb el temps presenta un canvi radical en la seva especiacio inicial i en les
propietats espectroscopiques de la mostra al llarg d'un temps superior a 30 dies. Els canvis
detectats segueixen basicament les mateixes tendéncies observades per a les Cu-tioneines dels
cargols terrestres, on les especies sulfurades creixen en abundancia amb el temps i amb un
major contingut metal-lic en Cd(ll), sempre en detriment de I'especie inicial més abundant Cd-
MT. Aquest fenomen, sembla estar acompanyat per un reordenament de la proteina observant-
se per UV-Vis una disminucio de l'absorcié a 250 nm corresponent als enllagos Cd-Scys i
augmentant a longitud d'ona de 300 nm, corresponent als enllagos Cd-S*, tot plegat indicant el
creixement d'aquestes espécies i de la mida de la particula. L'empremta de DC mostra a la
vegada la formacié d'espécies finals més rigides i més estructurades que les inicials (senyals de
DC més intenses i definides). Tot i confirmar-se les tendéncies globals observades, Cupl presenta
la particularitat de formar una espécie final i molt important d'estequiometria molt elevada,
Cd;S;, la que presenta el contingut en sulfurs més elevat de totes les estudiades, tot i ser la
isoforma més curta i amb menys niumero de residus de Cys. Seria llavors, la Cu-tioneina que
presenta complexos amb major capacitat d'incorporar lligands sulfur formant complexos
estables. Aixi, totes les evidéncies recollides indiquen que el procés d'evolucié amb el temps i de
reordenacié de la proteina a causa de la preséncia de lligands sulfur no sembla estar relacionat

ni amb la longitud d'aa ni nimero de residus de cisteina.
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Per ultim, es van incloure a I'estudi les isoformes de mamifer MT201761 MT3[177], que com
s'ha indicat anteriorment han estat recentment estudiades i classificades en Zn i Cu-tioneines. Es
pretén, mitjancant l'observacié de la seva evolucié amb el temps i gracies als coneixement
adquirits a partir de l'analisi de sistemes coneguts, corroborar la idoneitat de la classificacié
proposada per aquestes dues isoformes en funcié d'aquest nou procés observat.

En el cas d'MT2, es va determinar un comportament més proper al d'una Zn-tioneina.
L'observacié dels canvis al llarg del temps de la bioproduccié Cd-MT2 (Fig. 71) ens permet
afirmar que el seu comportament no és el d'una Zn-tioneina genuina. Encara que inicialment no
es van detectar espécies sulfurades si s'observa la seva preséncia en solucid, ja que després de
39 dies apareixen amb especial estabilitat les espécies CdgS, i Cd;S,. Cal remarcar com
I'estabilitat dels agregats de tipus Cd;,-MT2 és tan gran que és necessari esperar molts dies per
observar canvis en la mostra, reforcant aixi la idea de la seva afinitat pels metalls divalents. Per
tant, els resultats indiquen que el temps d'evolucié seria un factor rellevant. Els canvis observats

en l'espectre de DC i UV-Vis sén minims, inclis es podria dir que inexistents encara que
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segueixen la tendéncia observada anteriorment. L'aparicid de les especies sulfurades sembla no
modificar en un grau important o no ser detectable en el plegament de la proteina. Finalment,
remarcar que sembla existir una tendéncia clara, on les proteines que presenten una afinitat
intermedia pel Zn(ll), Cd(ll) i Cu(l) també contenen menys quantitat de sulfurs en el medi, una
evolucié menys marcada de les espécies perdo també una menor degradacié amb el temps de Cd-
MT inicials. Seria possible llavors indicar com una petita quantitat de sulfurs en el medi podria

tenir un efecte estabilitzador de les isoformes amb un caracter Zn/Cu-tioneina intermedi.
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Fig. 71. Espectres de (A) DC, (B) UV-Vis i (C) ESI-MS enregistrats en diferents estadis de I'evolucié amb el temps de la
preparacié Cd-MT2 a pH 7i 25 °C.

Finalment, el canvis observats en la preparacié de Cd-MT3 (definida com a una proteina
de caracter intermedi pero més propera a una Cu-tioneina) aporten claredat a aquesta hipotesi
(Fig. 72). En un estadi inicial (7 dies) d'evolucié de les formes Cd-MT es detecta la formacid d'una
mescla d'espécies on la Cd;-MT3 és la majoritaria, perdo acompanyada per altres de tipus Cd,S,-
MT (CdeS,-, Cd5S,- i Cd;Ss-MT). Aquesta mescla es manté constant, no s'aprecien canvis en
I'especiacié fins passats 30 dies, on es comenca a observar degradacié de les espécies. Tot i que
segueixen les tendéncies globals, els canvis detectats en els espectres de DC i UV-Vis sdn molt
lleugers. El conjunt de resultats indiquen canvis minims en I'estructuracio de les espeécies, si més

no sembla com aquests no tenen una gran rellevancia en els espectres de DC i UV-Vis, tot i la
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formacio d'espécies de tipus Cd,S,-MT. No es determina la formacié d'una espécie amb especial
importancia, i en cap cas l'agregat Cd,-MT3 deixa de ser I'espécie majoritaria en la mostra. Aixi,
les dades indiquen com MT3, tot i presentar caracteristiques evidents d'una proteina amb elevat
caracter de Cu-tioneina, no mostra un canvi en I'estructuracid ni en I'especiacié tant marcat com
en d'altres isoformes, per exemple en les Cu-tioneines genuines CaCuMT, HpCuMT i Cupl.
Possiblement, el seu caracter de Zn/Cu-tioneina intermedi provoca la preséncia d'una menor
guantitat de sulfur en la mostra, i per tant, un fenomen d'evolucié de les espécies menys

important.
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Fig. 72. Espectres de (A) DC, (B) UV-Vis i (C) ESI-MS enregistrats en diferents estadis de I'evolucié amb el temps de la
preparacié Cd-MT3 a pH 7 25 °C.

L'analisi de I'evolucié amb el temps mostra la deteccié de canvis més drastics en aquelles
isoformes definides com a Cu-tioneines, indicant la formacié d'especies Cd,S,-MT de major
contingut en Cd(ll) que les inicials i també de major estructuracid. Es confirma com el procés es
troba en total concordanca amb el caracter de Zn- i Cu-tioneina de les metal-lotioneines, i per
tant, amb el seu contingut en ions sulfurs. Tant la preséncia de lligands sulfur com el seu caracter
metal-lic determinara la velocitat i el grau de I'evolucié amb el temps detectat. Finalment, ha
estat possible establir com la naturalesa de les proteines, nombre de Cys i longitud de la cadena,
no és un factor determinant d'aquest procés, sind més aviat esta acusat per l'especificitat

metal-lica de dites proteines.
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3.5.2. Estudi de l'evolucio amb el temps mitjangant la técnica d'HPLC acoblada a

diferents detectors: UV-Vis, ICP-MS i ESI-MS

Tot i la relacid evident entre la presencia de lligands sulfur en les preparacions Cd-MT i la
seva evoluciéo amb el temps, que déna lloc a canvis espectroscopics i d'especiacié observada,
com s'ha observat en I'apartat anterior, encara queden algunes qliestions pendents de resoldre:
realment el desplacament de les absorcions properes a 270 nm és degut a la mida de les
especies Cd,S,-MT formades? Totes les espécies que contenen sulfurs es comporten de la
mateixa manera? | les diferents MTs que contenen sulfurs tenen un comportament idéntic?. Per
tal de resoldre aquestes qlestions, es va realitzar I'estudi de I'evolucié amb el temps mitjangant
cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC) utilitzant una columna d'exclusié molecular (Size
Exclusion Chromatography, SEC) acoblada a diferents detectors, UV-Vis, ESI-MS i ICP-MS (Capitol
5, Apartat 5.4.), el quals han de permetre monitoritzar i caracteritzar els canvis observats
préeviament al llarg del temps.

Es va triar la metodologia d'exclusid molecular per mida ja que, com el seu nom indica,
permet separar les espécies per mida (volum hidrodinamic), i d’entre els diferents mecanismes
de separacio existents, aquest és el que menys altera el cluster metal-lic format, degut a que no
implica cap tipus d’interaccié de caracter quimic. Un altre avantatge d’aquesta metodologia és
gue permet l'acoblament amb diferents detectors, la qual cosa permet una analisi més
complerta i acurada del sistema en estudi.

Cal remarcar que, tot i que les mostres poden evolucionar durant més de 30 dies, I'estudi
dut a terme s'ha realitzat amb la mostra inicial (a temps zero) i un cop han evolucionat 10 dies a
temperatura ambient sota atmosfera d’argd, amb las finalitat de poder estudiar totes en un
mateix moment evolutiu i, alhora, evitar possibles problemes associats amb la degeneracié de la
mostra.

La columna escollida va ser la Superdex Peptide 10/30 GL (GE HEALTHCARE), amb un
rang d'exclusié entre 100 i 7000 Da, que va permetre observar diferents pics a partir d’'unes
mostres pures. El detector d'UV-vis és de facil aplicacié quan es treballa amb un sistema d'HPLC
ja que en molt casos, com el que aqui es presenta, els instruments utilitzats porten incorporats
un modul amb aquest detector i a més, en cas de fer servir un de tipus Diode Array, permeten
monitoritzar diferents longituds d'ona al mateix temps per tal d'obtenir informacié addicional i
complementaria. Pel que fa a I'acoblament en linea de la técnica cromatografica amb la deteccié
per ESI-MS, aquesta permet detectar les espécies en solucié en cada punt del cromatograma
(Capitol 5, Apartat 5.4.), la qual cosa aporta una valuosa informacié del sistema. Finalment,
I'analisi mitjancant I'acoblament HPLC-ICP-MS permet monitoritzar de forma continua el senyal

simultani de diferents elements (en aquest cas Cd i S), fent possible determinar el contingut de
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cadascun dels pics cromatografics observats. En el cas concret d’aquest treball, la monitoritzacio
de ''cd i **S hauria de permetre detectar els canvis en el contingut en Cd i S (la relacié Cd/S) en
tots els punts del cromatograma, per tal d'identificar els pics que contenen el metall i la
proteina, aixi com confirmar els pics que presenten els canvis més importants. Cal remarcar que
per fer el seguiment de S va ser necessari emprar un instrument d’alta resolucié degut als
problemes inherents de la técnica pel que fa al seguiment del S (interferencia important de I'O,) i
per la baixa quantitat de S present a la mostra.

Tal i com s’havia observat en I'apartat anterior, mitjangant técniques espectroscopiques,
les mostres evolucionades es poden agrupar en dos grans grups: les que pateixes un canvi en els
senyals detectats amb el temps, i les que no.

Aguelles que es mostren invariants amb el temps acostumen a formar un Unic complex
Cd-MT in vivo de gran estabilitat i que és manté inalterable en uns periodes llargs de temps, més
de 30 dies. S'inclouen en aquest grup els complexos Cdg-HpCdMT, Cdg-CaCdMT i Cd;-MT2 in vivo.
Aguestes mostres son les idonies per a comprovar la validesa dels sistema HPLC-SEC acoblat amb
UV-Vis, ICP-MS i ESI-MS en l'estudi de l'evoluci6 amb el temps, donat que tenen un
comportament perfectament conegut. Els resultats obtinguts per aquestes tres isoformes d'MT
(Fig. 73 a Fig. 78) mostren, en les tres técniques, un Unic pic molt intens, acompanyat d'altres
relativament menys importants a temps de retencié inferiors. En totes tres bioproduccions és
possible determinar com aquests pics més petits corresponen en tots els casos al mateix tipus
d'espécies, degut a una petita degradacié de la mostra (oxidacions, dimeritzacid, etc.) o per
arrossegament d'impureses presents a la columna. Cal esmentar que s’ha pogut observar que els
espectres d'ICP-MS enregistrats presenten una menor resolucié dels pics en comparacié amb els
espectres d'UV-Vis. Aixd és degut principalment a la necessitat d’utilitzar un acoblament amb
divisor de flux (spliter), que provoca una pérdua de resolucié cromatografica, fet habitual en

aquests tipus d’acoblaments.
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Fig. 73. Cromatogrames obtinguts mitjanc¢ant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de I'espécie Cdg-HpCdMT, a
temps zero i després de 10 dies.
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Fig. 74. (A) Cromatograma obtingut mitjangant I'acoblament HPLC-ESI-MS de I'espécie Cdg-HpCdMT després de la
seva evolucid durant 10 dies i (B) el corresponent espectre d'ESI-MS enregistrat per al temps de retencié de 22 min.
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Fig. 75. Cromatogrames obtinguts mitjangant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de I'espécie Cdg-CaCdMT, a
temps zero i després de 10 dies.
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Fig. 76. (A) Cromatograma obtingut mitjangant I'acoblament HPLC-ESI-MS de |'espécie Cdg-CaCdMT després de la
seva evolucio durant 10 dies i (B) el corresponent espectre d'ESI-MS enregistrat per al temps de retencié de 22 min.
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Fig. 77. Cromatogrames obtinguts mitjangant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de la preparacié Cd-MT2, a
temps zero i després de 10 dies.
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Fig. 78. (A) Cromatograma obtingut mitjangant I'acoblament HPLC-ESI-MS de la preparacié Cd-MT2 després de la
seva evolucié durant 10 dies i els corresponents espectres d'ESI-MS enregistrat per al temps de retencié de (B) 17.89-
19.39i (C) 19.39-20.91.
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L'estudi de les espéecies Cdg-HpCdMT (Fig. 73) i Cds-CaCdMT (Fig. 75) mostra com el pic
majoritari, que apareix a un temps de retencié d'aproximadament 18 min, ni es desplaca ni varia
el seu espectre d'UV-Vis (els perfils de les diferents longituds d'ona enregistrades) i tampoc ho fa
el seu contingut en S i Cd. Aquest pic cromatografic conté uUnicament l'especie Cdg-MT
corresponent (Fig. 74 i Fig. 76), descartant aixi cap canvi en |'especiacié de les mostres inicials.

El cas particular de la preparacié Cd-MT2 és lleugerament diferent als dos anteriors. Tot i
no observar-se una clara evolucié amb el temps, si que és possible identificar petites variacions
en els espectres d'UV-Vis després de 10 dies (Fig. 77). S'observa un lleuger creixement de
I'absorcié a longitud d'ona de 280 nm a temps de retencid més grans que el pic principal, zona
corresponent a l'enllag Cd(ll)-sulfur. Una menor resolucié dels espectres d'ICP-MS podria ser la
causant de que aquests canvis observats per la preparacié Cd-MT2 no siguin detectables per
aquesta tecnica. Els espectres d'ESI-MS enregistrats mostren que, a més de I'espécie majoritaria
inicial Cd,-MT2 (Fig. 78B), a temps de retencid superiors (Fig. 78C) es detecta |'aparicié conjunta
d'agregats de tipus Cd,S,-MT2 minoritaris coexistint amb |'espécie inicial majoritaria. Es confirma
llavors la presencia d'una petita quantitat d'anions sulfur tot i que I'especie principal Cd;,-MT
continua mantenint-se sense alteracions al llarg del temps.

Aquests resultats preliminars mostren com, mitjancant la monitoritzacié de I'evolucié
amb el temps amb aquesta metodologia, és possible determinar canvis, fins i tot quan aquests
son de poca importancia, en l'especiacid i en el contingut en Cd i S dels diferents pics
cromatografics. Tanmateix, la formacié i creixement de les espécies de tipus Cd,S,-MT es
reflecteix en un creixement de l'absorcid a longitud d'ona de 280 nm a temps de retencié
superiors al de les espécies inicials.

En l'altre grup de proteines es troben aquelles preparacions Cd-MT que si van mostrar
uns canvis en l'especiacid i en les propietats espectroscopiques al llarg del temps, tot i que en
diferents graus: HpCuMT, CaCuMT i Cupl (amb un clar caracter de Cu-tioneina), i les isoformes
CaCdCuMT i MT3 (definides com a Cu-tioneines no genuines). Com a tret comu cal destacar que
els resultats obtinguts han permes observar, en els espectres inicials, diferents pics que
contenen tant Cd com S, a diferéncia del grup anterior, provocat per la presencia de lligands
sulfur addicionals. L'evolucié amb el temps també és molt similar, ja que es produeix un canvi en
la intensitat dels pics observats i, en alguns casos, I'aparicié de pics a temps de retencié
superiors. El conjunt de les dades adquirides pels 3 tipus de detectors (UV-Vis, ESI-MS i ICP-MS)
permet observar que el pic a temps de retencié menor (pic 1) acostuma a presentar basicament
espécies que només contenen Cd, mentre que les espéecies amb lligands sulfurs apareixen en pics
a temps de retencio superiors (pics 2 i 3). Per tant, la preséncia de sulfurs comporta la formacié
d'uns complexos Cd-S-MT amb un volum hidrodinamic inferior als dels complexos Cd-MT. Com

gue el contingut en Cd de les espécies sulfurades és sempre igual o superior al de les
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homologues sense lligands sulfur, aquesta diferéncia de comportament cromatografic es pot
atribuir a la formacié d'espécies més compactes. De fet, mentre que el pic 2 acostuma a
presentar una mescla d'especies Cd-MT i Cd,S,-MT, el pic 3, poc intens inicialment o absent,
conté principalment especies sulfurades que evolucionen cap a una especie majoritaria Cd,S,-
MT, que varia en funcié de la proteina considerada. Finalment, cal remarcar com |‘increment
observat pel pic 3 acostuma a estar acompanyat d'una disminucid de la intensitat dels pics 1i 2
(en concordanca amb les dades de DC, UV-Vis i ESI-MS on s'observa la formacié d'espécies
sulfurades en detriment de la canonica Cd-MT inicial al llarg del temps).

Entre les MTs estudiades, el comportament més proper és el que mostren les isoformes
HpCuMT (Fig. 79 i Fig. 80) i CaCuMT (Fig. 81 i Fig. 82). Inicialment, en els respectius
cromatogrames d'UV-Vis per les A=254 i 210 nm s'observen 3 pics, dos d'ells de major intensitat,
i un colze a temps de retencido més grans. Aquest colze presenta una intensitat relativa més gran
per a A=280 nm, indicant una major proporcié de sulfurs que en la resta de pics. Amb el temps
aquest colze es fa més intens (pic 4), en totes les longituds d'ona enregistrades perdo amb major
importancia per A=280 nm. A la vegada, els espectres d'ICP-MS mostren després de 10 dies
també un increment del contingut de Cd i S a temps de retencid més grans. Finalment, en el cas
d'aquestes dues MT, es pot apreciar que I'evolucié amb el temps, 10 dies, déna lloc a la formacié
amb gran preferéncia d'agregats CdgS-MT (Fig. 80 i Fig. 82) com a especie majoritaria en el pic 4
(temps de retencié més gran) que creix amb el temps.

En el cas de la forma Cd-Cupl (Fig. 83 i Fig. 84) els canvis observats en els
cromatogrames d'UV-Vis i ICP-MS sén molt menys importants que en les altres dues Cu-
tioneines estudiades (HpCuMT i CaCuMT). S'observa com després de 10 dies d'evolucid creix un
petit colze a temps de retencié d'aproximadament 20 minuts. Aquest canvi és tant poc
important que no s'aprecia en els espectres d'ICP-MS enregistrats. El espectres d'ESI-MS
indiquen la coexistencia d'especies de tipus Cd-MT i Cd,S,-MT de diferents estequiometries a
practicament tots els punts del cromatograma. En qualsevol cas, seguint la tendencia global
observada anteriorment, a temps de retencié més grans (Fig. 84C), es pot detectar que el colze
conté com a espéecie molt important el complex Cd;S;-Cupl, observat préviament en altres
estudis d'evolucié amb el temps.lm] Es confirma d'aquesta manera la formacié d'aquest complex
més compacte (volum hidrodinamic més petit) i que incorpora gran quantitat de S* i Cd(ll)

respecte la seva forma Cds-MT inicial.
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Fig. 79. Cromatogrames obtinguts mitjangant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de la preparacié Cd-
HpCuMT, a temps zero i després de 10 dies.
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Fig. 80. (A) Cromatograma obtingut mitjangant I'acoblament HPLC-ESI-MS de la preparacié Cd-HpCuMT després de la
seva evolucidé durant 10 dies i els corresponents espectres d'ESI-MS enregistrat per al temps de retencié de (B) 16.00-
17.50i (C) 19.81-21.70.
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Fig. 81. Cromatogrames obtinguts mitjancgant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de la preparacié Cd-
CaCuMT, a temps zero i després de 10 dies.
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18.00i (C) 19.00-21.00.
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Finalment, es presenten els casos de les isoformes CaCdCuMT i MT3, amb un caracter de
Zn-/Cu-tioneina intermedi perd amb una major especificitat pel Cu(l).
CaCdCuMT (Fig. 85 i Fig. 86), tot i presentar canvis al llarg del temps ho fa de forma

particular a la resta, ja que a més de la variacié d’intensitat dels pics observats presenta un
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augment del temps de retencid del pic 3. Analitzant el contingut d'aquest pic 3 evolucionat
s'observa la preséncia d’espécies amb menys contingut metal-lic i amb S*, la qual cosa
justificaria una disminucid de la mida de les espécies generades i I'augment del temps de
retencid observat. La justificaci6 més raonable seria una baixa estabilitat de les espécies Cd,S,-
CaCdCuMT formades que no resisteixen les condicions experimentals, la qual cosa es troba en

correspondéncia amb una especificitat metal-lica intermédia per Zn/Cd i per Cu.
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Fig. 85. Cromatogrames obtinguts mitjanc¢ant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de la preparacié Cd-
CaCdCuMT, a temps zero i després de 10 dies.
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En el cas d'MT3 no s’observa cap desplacament significatiu del pic majoritari inicial. Tot i
que en una primera analisi no s'aprecien canvis importants, si és possible enregistrar un lleuger
creixement de les espéecies sulfurades, pero tant lleuger que és dificil identificar la seva
correspondéncia en els espectres d'UV-Vis i ICP-MS, perd si mitjancant I'ESI-MS. Es va poder
detectar per analisi de masses un creixement relatiu de les espeécies sulfurades en la mescla. Aixi
MT3 presentaria, segons les dades d'evolucié amb el temps, un caracter intermedi amb major
terndéncia a ser una Cu-tioneina pero en menor grau que les respectives CuMTs dels cargols

terrestres H.pomatia i C.aspersum.
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Fig. 87. Cromatogrames obtinguts mitjancant els acoblament HPLC-UV-Vis i HPLC-ICP-MS de la preparacié Cd-MT3, a
temps zero i després de 10 dies.
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Fig. 88. (A) Cromatograma obtingut mitjan¢ant I'acoblament HPLC-ESI-MS de la preparacié Cd-MT3 després de la
seva evolucio durant 10 dies i els corresponents espectres d'ESI-MS enregistrat per al temps de retencié de (B) 16.98-
17.54i (C) 18.64-19.31.

Es molt important remarcar aqui que I'analisi dels resultats obtinguts en el conjunt de
I'estudi permeten demostrar que les dades aportades per l'acoblament HPLC-UV-Vis sén
perfectament comparables a les dades aportades pels detectors. Fins i tot, el fet que la deteccid
sigui en linia, sense necessitat d’acoblaments especifics, fa que aquesta metodologia presenti
una major resolucié cromatografica que les altres assajades. Aixi, I’evolucié amb el temps de les
preparacions Cd-MT podria ser seguida Unicament pels senyals d'UV-Vis (Fig. 89). L'estudi
confirma que aquelles isoformes d'MT amb un major caracter de Cu-tioneina (HpCuMT, CaCuMT
i CdCup1) continuen evolucionant i presentant canvis al llarg del temps. En totes tres situacions
els espectres d'UV-Vis mostren el creixement en intensitat del pic a temps de retencié més gran.
L'efecte més important es pot observar en HpCuMT (Fig. 89A) i CaCuMT (Fig. 89B) on el pic 3
arriba a tenir la mateixa intensitat i ,en el cas de CaCuMT ser més gran, que el segon pic que com
s’ha vist, contenen barreges d’especies Cd,S,-MT i Cd-MT. Pel que fa a la isoforma Cup1l (Fig.
89C), tot i tenir un caracter de Cu-tioneina més extrem, i per tant la preséncia de més especies
Cd,Sy-MT inicials, el seu perfil cromatografic no varia tant des de I'estadi inicial (evolucié
cromatografica menys important), tot i que s'observen canvis a temps de retencié més grans,
seguint les tendéncies observades per les Cu-MTs de cargol en aquest fenomen d'evolucio.
Aquelles espécies que inicialment no contenien, o en petita quantitat, lligands sulfurs no
presenten canvis rellevants a temps més llargs, indicant que la menor preséncia de sulfurs

provoca menys canvis, una evolucié més rapida.
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Fig. 89. Cromatogrames obtinguts mitjancant I'acoblament HPLC-UV-Vis de les preparacions Cd-HpCuMT (A), Cd-
CaCuMT (B) i Cd-Cup1 (C) després de 30 dies d'evolucio.

3.5.3. Consideracions globals

L'estudi mitjancant les técniques de DC, UV-Vis i ESI-MS de la variacié amb el temps de
diverses preparacions Cd-MT de diferents isoformes ha permés determinar les principals
caracteristiques dels canvis experimentats amb el temps deguts a la presencia de lligands sulfur,
fet associat al caracter de Cu-tioneina d'aquestes proteines. L'evolucié observada comporta uns
canvis caracteristics i comuns en les diferents preparacions que ho experimenten: augment i
desplagcament de les absorcions per sobre de 270 nm (cd-S*) al DC i UV-Vis, alhora que
disminueix I'absorcié a 250 nm (Cd-Sc,), augment de les espécies sulfurades per ESI-MS i
disminueix la intensitat de les no-sulfurades. Totes aquestes evidéncies porten a concloure que
I'evolucid de les mostres, en diferents graus segons la preparacié considerada, déna lloc a la
formacio d'especies Cd,S,-MT en detriment de les espécies majoritaries Cd-MT inicials.

Per una altra banda, la monitoritzacié d'aquest procés mitjancant I'acoblament d’un
sistema cromatografic (size exclusion-HPLC) amb diferents tipus de deteccié (UV-Vis, ESI-MS i
ICP-MS) ha permeés corroborar el comportament anteriorment descrit a partir de les dades
espectroscopiques, alhora que ha aportat noves dades sobre I'evolucié de les espécies que
contenen lligands sulfur addicionals. L'aparicié de pics cromatografics que contenen especies
Cd,S,-MT a temps de retencio superiors, en detriment dels pics inicials a temps més curts i que
contenen basicament espécies Cd-MT, sembla indicar la formacié d'espécies amb una major
compactacié.

Aixi, les dades obtingudes indiquen que la metodologia aplicada, i principalment
I’'acoblament SE-HPLC-UV-vis, resulta molt Util per poder identificar i monitoritzar I'evolucié amb
el temps de les Cu-tioneines.

Els resultats han permeés corroborar com un marcat caracter de Zn-tioneina, caracteritzat
per una absencia o molt baixa presencia de sulfurs addicionals en les bioproduccions Cd-MT
d'aquestes MTs, esta lligat amb I'estabilitat (no evolucié) amb el temps les espécies Cd-MT
formades in vivo. Aixi, les Zn-tioneines es caracteritzen pel fet que no requereixen de la
incorporacié de lligands sulfur addicionals per a la formacié dels seus agregats Cd-MT, com

tampoc per a la seva estabilitzacid. Per altra banda, com més marcat és el caracter de Cu-
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. . o , . 2- . . s s .z
tioneina d’una MT, major és el seu contingut en S” i major també és I'evolucié amb el temps de
les bioproduccions Cd-MT, observant-se pics cromatografics on basicament existeixen espécies

Cd,S,-MT.
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