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Les metal-lotioneines: una familia excepcional de metal-loproteines
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Al llarg d'aquest treball es dona una visio de perspectiva de les caracteristiques quimiques i bioldgiques que distingeixen les
metal-lotioneines de les altres families de metal-loproteines. L'atencid se centra particularment en el seu tret fonamental:
I'elevat contingut metal-lic i la seva coordinacié a la cadena peptidica mitjancant només residus de cisteina. Els agregats me-
tall-SCys, dels quals no hi ha precedents en la quimica dels tiolats metal-lics, son responsables de I'estructura tridimensional
de les metal-lotioneines. Alhora, aquests agregats les fan particularment aptes per participar en la distribucid i emmagatze-
mament de metalls essencials com el zinc i el coure i també per reaccionar amb espécies radicalaries.

This work aims to provide insight into the chemical and biological features that distinguish metallothioneins from all other
metalloprotein families. Particular attention is given to their fundamental trait: a high metal content and metal coordina-
tion to the protein chain by means of cysteine residues only. The metal-SCys aggregates thus formed, which have no prece-
dent in metal thiolate chemistry, are responsible for the three-dimensional structure of metallothioneins. In addition, these
aggregates enable them to participate in the distribution and storage of essential metals, such as zinc and copper and to re-
act with radical species.

amb més afinitat per al sofre si I'organisme hi entra en
contacte, com pot ser a través de la dieta alimentaria. Alho-
ra, els procediments més freqlients per obtenir les MT, ja si-

Introduccio

es metal-lotioneines (MT) constitueixen una
familia de proteines amb propietats sorprenents
tant des del punt de vista quimic com biologic. El
seu nom respon a dues d'aquestes propietats:

I'elevat contingut en residus de cisteina (Cys) i |a

capacitat excel-lent per enllagar ions metal-lics.

Des d'un punt de vista quimic, la riquesa de resi-
dus de Cys (C,-CH,-SH) en I'estructura primaria de les MT
permet considerar-les agents quelants altament optimitzats
per enllacar metalls de transicio mitjancant atoms de sofre en

forma de tiolat, RS~. Precisament, la preséncia de metalls ex-
plica I'estructura terciaria (3D) de les MT, que es caracteritza
per la formacio d'uns agregats metall-sofre caracteristics (fi-
gura 1), dels quals no hi ha antecedents propers ni en el mon
mineral ni en compostos quimics descrits a la bibliografia. Tot
aixo és indicatiu que la cadena proteica té un paper cabdal en
la constitucié d'aquests agregats i, per tant, una clara in-
fluéncia en el seu comportament quimic. Aixi doncs, es tracta
d'unes proteines andomalament petites (pes molecular 2-7
kDa), especialment dissenyades per enllagar ions metal-lics,
els quals son alhora responsables de I'estructura 3D de la ca-
dena peptidica.

Habitualment, en els organismes vius les MT es troben enlla-
cades a zinc(ll) ifo coure(l), Unic estat d'oxidacio que pot

FIGURA 1.  Estructura tridimensional de diverses MT: a) Zn,~SmtA de Synecho-

presentar el coure en les MT, atés que el Cu(ll) oxidaria els coccus; b) Cds,Zn,-MT 2 de fetge de rata; ) i d), els dominis Cda3y i Cds B de MTH de

grups tiolat a disulfur, cosa que comportaria I'afebliment de
la capacitat coordinant de la proteina. D'altra banda, els me-
talls Zn(11) i Cu(l) poden ser desplagats de les MT per d'altres

llamantol america, respectivament. Els ions zinc i cadmi es mostren com esferes més
fosques i més clares respectivament. (Dibuixos obtinguts a partir de les coordenades

atomiques del Protein Data Bank; els codis d'identificacio es donen a la taula 1.)



gui aillant-les d'0rgans d'éssers vius o bé sintetitzant-les per
enginyeria genética, comporten la preséncia de metalls en el
medi. En conseqiiéncia, €s molt dificil determinar quants i
quins metalls es troben enllacats a les MT en forma nativa,
de manera que, a diferéncia de la majoria de metal-lopro-
teines, la naturalesa dels metalls enllacats i I'estequiometria
metall-MT no s6n parametres constants i definitoris de I'es-
mentada familia.

La primera MT va ser aillada de fetge de cavall el 1957, quan
s'investigava sobre el desti d'un metall toxic com és el cad-
mi(ll) en els organismes vius." Avui, la familia de les MT in-
clou 205 proteines procedents de 103 organismes. Des del
seu descobriment, el nombre d'estudis sobre MT ha anat
augmentant progressivament, de tal manera que la base de
dades SciFinder indica |'existéncia de més de quinze mil pu-
blicacions, a ra6 de més de set-cents articles per any durant
la década 1991-2001 i d'aproximadament tres-cents articles
de revisié. Actualment, la majoria dels estudis en el camp de
les MT s'encaminen a coneixer-ne la funcio biologica, enca-
ra no totalment establerta, si bé no hi ha indicis d'un pos-
sible comportament de les MT com a metal-loenzims i, per
tant, de la seva participacio en processos metabolics. D'altra
banda, I'abundancia d'organismes que contenen MT, la seva
diversitat, des de llevats fins a mamifers, i les diverses iso-
formes (proteines que difereixen en algun aminoacid dife-
rent de la Cys) presents en un mateix organisme, asseguren
una o diverses funcions essencials per a aquestes metal-lo-
proteines.

Al llarg d'aquest treball es presentara una visié general de les
MT des de la perspectiva de la quimica de coordinacio, fent
eémfasi en les caracteristiques estructurals, dinamiques i de
reactivitat dels agregats metall-SCys. Un article de revisid re-
cent inclou la bibliografia més rellevant anterior al 2003.2 El
progrés del coneixement en aquest camp s'ha anat recollint
en els Proceedings dels congressos internacionals dedicats ex-
clusivament a l'estudi de les MT.3:4 56

Fonts d'obtencio, classificacio
I funcions

Les MT han estat aillades d'una amplia varietat d'organismes
vius, des de procariotes fins a mamifers, passant per plantes i

invertebrats. En els animals, sén particularment abundants en
el fetge, els ronyons, el pancrees i els intestins. Una carac-
teristica important és que la sintesi de les MT invivoi en cul-
tius de teixits es pot induir per |a preséncia d'ions metal-lics,
d'hormones i d'agents citotoxics. La preséncia d'algun
d'aquests agents dona lloc a una sobreexpressio de la protei-
na, i per tant augmenta el rendiment de la sintesi. Ara bé,
I'aillament de les proteines a partir dels organismes vius pre-
senta nombrosos passos d'una certa complexitat. Per aquest
motiu, és dificil mantenir-ne la integritat, i alhora, en el cas
de les MT, evitar I'oxidacio dels grups tiol a disulfur i impedir
la substitucio total o parcial dels metalls inicialment enlla-
cats. L'obtencio de les MT partint d'drgans d'éssers vius ha es-
tat un procediment molt utilitzat, si bé en el moment actual
es va substituint per metodologies basades en I'enginyeria ge-
nética.

Els procediments convencionals de sintesi de péptids en fase
solida s'han utilitzat per a I'obtenci6 d'algunes MT de cadena
curta, com és el cas de fongs o de llevats, o per obtenir sepa-
radament els dos dominis en que s'estructuren les MT dels or-
ganismes superiors (figura 1). Avantatges propis d'aquesta
metodologia son la possibilitat de fer mutacions en I'estructu-
ra primaria de la MT i també poder dissenyar peptids relacio-
nats amb fragments de la proteina nativa.”

La sintesi de proteines per enginyeria genética es basa en la
incorporacid de |a regido de DNA que codifica per una deter-
minada proteina en cél-lules d'organismes senzills i ben
coneguts, sovint llevats o bacteris, els quals sintetitzen la
proteina recombinant, mitjancant els mecanismes transcrip-
cionals i traduccionals propis, alldo que es coneix com a
sintesi heterdloga. Aixi, la metodologia del DNA recombinant
permet avui I'obtencié de MT amb independéncia del grau de
disponibilitat dels organismes vius, i alhora s'aconsegueixen
quantitats significatives de proteina de puresa elevada.
Altres avantatges d'aquesta metodologia son la possibilitat
de poder disposar separadament dels diferents dominis de
qué estan formades les MT d'organismes superiors (figura 1),
aixi com de formes mutades. Alhora, escollint diferents medis
de cultiu, es poden aconseguir MT amb diferents continguts
metal-lics.2®

Historicament, per classificar aquesta amplia familia de pro-
teines, que inclou una important diversitat en les sequiéncies
d'aminoacids dels seus membres, se'n van proposar tres
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classes: classe |, formada per totes aquelles MT I'estructura
primaria de les quals és propera a la MT de mamifer; classe Il
corresponent a les MT amb seqiiéncies allunyades de la MT de
mamifer, i classe Ill, que inclou els peptids de férmula general
(y-Glu-Cys),Gly (on nvaria de 2 a 8), anomenats fitoquela-
tines o cadistines, els quals no se sintetitzen via DNA, sin6 en-
zimaticament. Més recentment, a fi de disminuir les ambigi-
tats que comporta la classificacio anterior, se n'ha proposat
una de nova (http;//www.unizh.ch/~mtpage/classif.html) que
malauradament no aporta avantatges significatius. Respecte
a I'estructura primaria de les MT, la caracteristica comuna
més important és la preséncia de fragments Cys-X-Cys i Cys-
Cys-X-Cys, on X és un aminoacid diferent de la cisteina (Cys).
Cal notar, pero, que als darrers anys s'han descrit les primeres
MT que contenen triplets de Cys, I'estudi de les quals pot
aportar novetats quant a la capacitat coordinant i I'estructura
3D conegudes fins avui de les MT. D'altra banda, tots els ver-
tebrats estudiats inclouen dues o més isoformes de MT, que es
designen per MT 1, MT 2..., i que difereixen en la posicio rela-
tiva dels residus que no sén Cys al llarg de la cadena peptidi-
ca. En el cas dels mamifers, la MT 1 i la MT 2 es troben a tots
els organs, la MT 3 s'expressa fonamentalment en el cervell i
la MT 4 en els teixits estratificats.

L'origen del seu descobriment i el fet que la presencia de me-
talls actui com un agent inductor molt potent van facilitar
I'acceptacio que les MT tenen una funcié detoxificadora de
metalls pesants.'® Actualment, es creu que aquesta no és una
funcid especifica de les MT, sind més aviat una conseqiiéncia
del seu elevat contingut de residus de cisteina." D'altra ban-
da, la participacid de les MT en I'emmagatzematge i distribu-
ci6 de metalls essencials com el zinc i el coure,'2 '3 |3 seva ca-
pacitat per reaccionar amb agents oxidants i amb radicals
[liures,' "5 i el seu paper protector del sistema nervios central
sembla que son les funcions més probables d'aquestes pro-
teines.’®

Caracteritzacio espectroscopica
| estequiometria dels agregats
metall-sofre en les
metal-lotioneines

La caracteritzaci6 d'una MT implica establir la naturalesa i el
nombre de metalls enllagats a la proteina, atés que cap

d'aquests parametres no és necessariament comu ni tan sols
pel que fa a les diferents isoformes presents en un mateix or-
ganisme. D'altra banda, per evitar alterar el contingut
metal-lic de les proteines natives al llarg del procés d'ailla-
ment i purificacio, s'han descrit alguns procediments.'” Alter-
nativament, un métode freqiient per caracteritzar una MT
consisteix en: a) sintesi ifo aillament, b) tractament amb
medi acid fort per alliberar els metalls i obtenir la forma apo-
MT, i ¢) reconstitucio de la proteina a pH fisiologic amb zinc o
amb coure.

La caracteritzacio analitica de |'espécie nativa o reconstituida
es pot establir mitjancant la técnica de ICP-AES, que informa
sobre la naturalesa i la quantitat de metalls presents, aixi com
del contingut total de sofre en la mostra, cosa que permet es-
tablir I'estequiometria metall-MT sempre que el grau d'oxida-
cio de la MT sigui menyspreable. Un problema freqiient és el
cas en que no s'hagi obtingut una unica espécie metall-MT,
sino diverses espécies, derivades d'una Unica cadena peptidica
pero que difereixen en el contingut metal-lic. En aquesta si-
tuacid, I'espectrometria de masses ESI-MS és de gran utilitat
per indicar el nombre d'espécies que coexisteixen en solucié,
la seva estequiometria i I'abundancia relativa. Les limitacions
d'aquesta tecnica es fan evidents quan no s'aconsegueix en-
registrar un bon espectre, per exemple per la preséncia de
quantitats elevades de tampo, o quan les diverses especies
metal-lades contenen zinc i coure, metalls de pes atdomic mas-
sa proper per poder-los distingir mitjancant ESI-MS.18.19

Les espectroscopies optiques de CD, UV-Vis, MCD i lumines-
ceéncia han estat molt utilitzades per donar informacié sobre
el grau d'estructuracio de les especies metall-MT en solucio, i
també han permés el sequiment in vitro dels efectes de la
substitucio d'un metall per un altre o bé la incorporacio d'un
determinat metall a la forma apo-MT.2% 2" En el cas de MT
amb dos dominis, aquestes técniques han indicat si aquells
actuen independentment o, contrariament, hi ha efectes co-
operatius. Alhora, les dades obtingudes in vitro han estat fo-
namentals per poder explicar el comportament in vivo, en ab-
séncia de dades estructurals directes.® D'altra banda, respecte
a la geometria de coordinacio dels diversos centres metal-lics
que coexisteixen en una mateixa especie, les técniques op-
tiques es manifesten poc potents davant de sistemes d'eleva-
da complexitat com son les MT. Aixi, la configuracié electro-
nica d'° dels metalls essencials Zn(ll) i Cu(l), que originen
bandes de transferéncia de carrega pero no d-d, la preséncia



de diversos entorns de coordinacio per a un mateix metall en
una mateixa espécie metall-MT, la manca de dades bibliogra-
fiques sobre les longituds d'ona de les absorcions correspo-
nents als diferents cromofors metall d'°-RS-, i la possible co-
existéncia de diverses especies en solucio constitueixen
serioses limitacions. De fet, I'acoblament de les espectrosco-
pies Optiques a técniques separatives (HPLC, CZE), com a mi-
nim per separar el tampo que acostuma a acompanyar la pro-
teina, i espectrométriques (ESI-MS), per informar sobre el
nombre d'especies metall-MT presents en |a solucid, ha com-
portat una millora significativa.?

Pel que fa a les preferéncies metal-liques, les MT dels verte-
brats i els invertebrats superiors s'han aillat majoritariament
amb zinc o bé amb una barreja de zinc i coure. En canvi, en el
cas de fongs i llevats, les MT natives només contenen coure.
D'altra banda, en els organismes superiors les MT s'estructu-
ren en dos dominis, a diferéncia dels organismes inferiors, que
formen un unic domini (figura 1). En els mamifers, l'espécie
caracteristica amb metalls divalents M;-MT (M = Zn'!, Cd"),
que es pot representar per [M;-(SCys)s], inclou dos dominis,
anomenats o i 3 d'estequiometria [M4-(SCys)y]* i [M3-
(SCys)olP —els quals se situen, respectivament, en els extrems
C- i N-terminal de la proteina. En els inferiors, no és possible
sistematitzar I'estequiometria de les espécies Cu,-MT, on x
pren valors d'entre 6 i 15, si bé I'estructura 3D del llevat S. ce-
revisiae inclou I'agregat [Cu,~(SCys)o].

Estructura tridimensional

Si bé des del descobriment de les MT I'any 1957 ' una gran
part dels estudis en aquest camp es va dirigir a determinar el
seu contingut metal-lic,”® la primera informacio estructural
3D no es va obtenir fins gairebé trenta anys més tard.?* Ac-
tualment, es coneix I'estructura tridimensional d'un nombre
forca reduit de MT (taula 1), particularment si es compara
amb el nombre de seqliéncies descrites (Swiss-Prot). Alhora,
les estructures 3D conegudes corresponen a MT de mamifers,
invertebrats i bacteris que contenen exclusivament metalls
divalents, zinc ifo cadmi. De fet, les dades estructurals de MT
que contenen coure(l) son encara molt més limitades, atés que
es refereixen només al llevat S. cerevisiae, del qual descriuen
la cadena peptidica, perd sense incloure les connectivitats
metall-proteina.2® La mancanca de dades 3D d'espécies
Cu,-MT s'atribueix, d'una banda, a les dificultats de cristal-lit-
zacio inherents a les MT, i d'altra banda, a la inadequacio dels
nuclis de 83Cu i 85Cu per permetre estudis de RMN.

Les dades cristal-lografiques de raigs X obtingudes per
Cds,Zn,-MT 2 de rata2® (figura 1) i els estudis en solucio per
RMN multinuclear i multidimensional de diverses espécies
M";-MT procedents de conill, ratoli o humans, indiquen no
sols que I'estructura 3D de les isoformes MT 11 MT 2 de
mamifer per M = Zn, Cd sén practicament idéntiques, sind
que les estructures en fase solida i en solucid son essencial-

TAULA 1. Metal-lotioneines caracteritzades estructuralment i corresponents seqiiéncies aminoacidiques? ®

Cd;-MT 1 de ratoli (1DFT, 1DFS) MDPNCSCSTG GSCTCTSSCA CKNCKCTSCK KSCCSCCPVG CSKCAQGCVC KGAADKCTCC A
Cdy-MT 2 humana (1MHU, 2MHU) MDPNCSCAAG DSCTCAGSCK CKECKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCAQGCIC KGASDKCSCC A
Cdy-MT 2 de conill (1MRB, 2MRB) MDPNCSCAAA GDSCTCANSC TCKACKCTSC KKSCCSCCPP GCAKCAQGCI CKGASDKCSC CA

CdsZn,-MT 2 i Cdy-MT 2 de rata (4MT2 i 1MRT, 2MRT) MDPNCSCATD GSCSCAGSCK CKQCKCTSCK KSCCSCCPVG CAKCSQGCIC KEASDKCSCC A

Cd;-MT 3 de ratolic (1J19) MDPETCPCPT GGSCTCSDKC KCKGCKCTNC KKSCCSCCPA GCEKCAKDCV CKGEEGAKAE AEKCSCCQ
Cde-MT 1 de cranc blau (1DMC, 1DME) MPGPCCNDKC VCQEGGCKAG CQCTSCRCSP CQKCTSGCKC ATKEECSKTC TKPCSCCPK

Cde-MT 1 de llamantol america (1HZQ, 1HZR) PGPCCKDKCE CAEGGCKTGC KCTSCRCAPC EKCTSGCKCP SKDECAKTCS KPCSCCXX

Cd;-MTA d'eri¢é de mar (1QJK, 1QJY) MPDVKCVCCK EGKECACFGQ DCCKTGECCK DGTCCGICTN AACKCANGCK CGSGCSCTEG NCAC
Zn4-SmtA de Synechococcus (14JD) MTTTLVKCA CEPCLCNVDP SKAIDRNGLY YCSEACADGH TGGSKGCGHT GCNCHG

Ag;-MT i Cu;-MT de S. cerevisiae (1A00 i TAQR,? TFMY¢) QNEGHECQCQ CGSCKNNEQC QKSCSCPTGC NSDDKCPCGN KSEETKKSCC SGK

a. Vegeu el text per a més detalls.
b. Els codis d'identificacio del PDB es donen entre paréntesis (http://www.rcsb.org).
c. Només I'estructura 3D del domini . .-41

d. Només el plegament de la cadena peptidica.
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Domini o

FIGURA 2. Visi6 esquematica dels agregats M"4(SCys) i M";(SCys)s que mostra
I'entorn de coordinacio tetraédric al voltant dels centres metal-lics. L'agregat
M",(SCys)1 estd format per dos anells M;(u-S); fusionats; en canvi, I'agregat

M"3(SCys)s esta format per un unic anell M3(u-S)s.

ment coincidents.?’ D'altra banda, tant les dades de raigs X
com les de RMN evidencien una elevada flexibilitat de la ca-
dena peptidica i fluctuacions dinamiques dels metalls en el si
dels corresponents agregats. En conjunt, aquestes MT son
monomeriques, formades per un domini o~ C-terminal i un
altre B- N-terminal, ambdds de geometria quasi esferica. El
domini o esta format pels residus 31-61 i inclou I'agregat
M,(SCys)q, i el B- correspon als residus 1-30 i conté I'agregat

M;(SCys)s, ambdos connectats pel segment Lys30-Lys31. Dins
de cada domini, tots els centres metal-lics estan coordinats
tetraédricament a lligands tiolat terminals i [L,-pontals (figu-
ra 2). El core central de I'agregat metall-sofre en el domini o
es pot considerar format per dos anells fusionats M3(uL-S)3, on
dos centres metal-lics estan enllacats a dos SCys terminals

i dos SCys L, pontals, mentre que els altres dos ho estan a
una SCys terminal i a tres SCys pontals. En canvi, el domini 3
esta format per un sol anell Ms(u-S)s, on els tres centres
metal-lics estan enllacats a dos SCys terminals i dos SCys L,
pontals, i en conseqliéncia els tres son equivalents des d'un
punt de vista coordinatiu. La conformacio dels anells M;(u-S);
d'ambdos dominis es comenta més endavant.

Curiosament, les estructures tridimensionals de la isoforma
MT 3 de mamifer, de tres invertebrats (un equinoideus i dos
crustacis) i d'un bacteri, tot i la diversitat d'aquests orga-
nismes, poden descriure's prenent com a referéncia els agre-
gats M,(SCys)q i M3(SCys)g de les isoformes MT 11 MT 2 de
mamifer (taula 1). Aixi, en 'espécie Cd;-MT 3 de ratoli,
I'estructura de I'agregat Cd4(SCys)y és comparable al domini
o de les isoformes MT 1 MT 2; en canvi, en el cas de |'agre-
gat Cd3(SCys)s no ha estat possible determinar-ne I'estructura
3D, a causa de la seva elevada mobilitat. En el cas de I'eri¢o de
mar, els agregats metall-sofre en I'espécie Cd;,-MTA son tam-
bé comparables als de les isoformes MT 1 i MT 2 de mamifer,
perd ocupen posicions invertides, és a dir, I'agregat
(Cd4(SCys)y), o domini o, ocupa la regio N-terminal, mentre
que I'agregat Cds(SCys)s, 0 domini B, ocupa la regié C-termi-
nal. En canvi, I'estructura 3D dels dos crancs, que només dis-
posen de 18 residus de Cys en la seva seqliencia aminoacidica,
es pot considerar formada per dos agregats Ms(SCys)g, la to-
pologia dels quals és comparable a la del domini  de les MT
de mamifer. Finalment, la MT SmtA de cianobacteri inclou un
agregat Zn4(SCys)s(NHis), estructuralment molt proper a
Zn,4(SCys) de MT de mamifer, malgrat les diferéncies de se-
giiéncia i la preséncia de dues histidines (His) en substitucio
de dues Cys terminals. La figura 1, que inclou I'estructura 3D de
Cds,Zn,-MT 2 de mamifer, de Cdg-MTH de [lamantol america

i de Zn,-SmtA de cianobacteri, permet observar les analogies
estructurals comentades. D'altra banda, sembla raonable an-
ticipar que les similituds estructurals dels agregats metall-
tiolat en organismes tan distants en I'escala evolutiva, des de
bacteris fins a mamifers, han d'estar associades a funcions
comunes o0 molt properes de les MT en tots els organismes
vius.



Els tiolats metal-lics com a
models dels agregats metall-sofre
en les metal-lotioneines

Les dades estructurals i espectroscopiques de les MT avui co-
negudes indiquen que la coordinacio6 dels centres metal-lics a
la cadena peptidica procedeix exclusivament mitjancant els
residus de Cys, amb I'Unica excepcio de |'espécie
Zn,4(SCys)g(NHis), en la MT SmtA de bacteri. En conseqiiéncia,
la quimica de coordinacio dels tiolats metal-lics hauria de po-
der aportar models sintetics i alhora contribuir a I'estudi dels
agregats metall-SCys en les MT. De fet, aquesta relaci6 ha do-
nat fruits importants en el camp d'altres metal-loproteines en
que les Cys participen en la coordinacié a metalls, com és el
cas de les ferredoxines i de les proteines de ferro de potencial
elevat (HIPIP).

La quimica dels tiolats de metalls de transicié presenta unes
caracteristiques particulars i una complexitat no gens menys-
preable. D'una banda, la tendéncia dels lligands tiolats a for-
mar complexos de nuclearitat elevada, com a conseqiiéncia
de la seva facilitat per formar pont entre dos o més centres
metal-lics, és ben coneguda. Aquesta tendéncia no exclou que
el grup tiolat també actui com a Iligand terminal o que el
sofre estableixi interaccions secundaries addicionals amb els
esmentats centres. D'altra banda, |a possibilitat que un ma-
teix metall presenti diferents geometries de coordinacié en un
mateix complex no és excepcional en els tiolats de metalls
amb configuracio electronica d'°. Al contrari, la coexisténcia
de les geometries lineal, planotrigonal o tetraédrica és fre-
qlient. Per tot aix0, en la majoria de les reaccions de sintesi de
tiolats metal-lics no és facil predir I'estequiometria [M«(SR),]?
del complex ni I'estereoquimica al voltant dels centres
metal-lics.28 En resum, I'obtencié de models sintétics dels
agregats metall-SCys en les MT troba les limitacions inhe-
rents a la quimica dels tiolats metal-lics.

Respecte als agregats metall-sofre en les MT, és sorprenent
que en les MT caracteritzades estructuralment només s'hagin
trobat dos tipus estructurals basics, de formula M3(SCys)g i
M,4(SCys)y (M = Zn, Cd), malgrat les diferéncies en la compo-
sicio de la cadena peptidica i en la posicio relativa dels residus
de Cys (taula 1, figura 1). Encara més sorprenent és que

dins de I'extensa familia dels tiolats metal-lics no es trobin
exemples de complexos de formula [M3(SR)g]3- 0 [M4(SR) ]3>

(M = Zn, Cd) ni en fase solida, d'acord amb el CSD,?° ni en so-
lucio.3° D'altra banda, un dels procediments més freqiients per
superar les dificultats trobades en la determinacid de I'estruc-
tura 3D de les espécies Cu,-MT, consisteix en la substitucid de
I'i6 Cu(l) per Ag(l), cosa que permet fer estudis de RMN de
17Ag. Recentment pero, s'ha posat en dubte la isoestructura-
litat de les espécies M'-MT, M = Cu, Ag. 25 Ambdues qtiestions,
I'abséncia de models dels agregats M"-MT (M = Zn, Cd) i la

b)

FIGURA 3. Comparacio de: a) I'agregat Cd,(SCys): del domini o de Cds,Zn,-MT
de fetge de rata (figura 1) amb b) un fragment de I'esquelet del cati6

[CICdg { SCH(CH,CH,),N(H)Me} 1¢]'>*. Els dos anells Cd3S; fusionats mostren confor-
macions de vaixell distorsionat (esquerra) / sofa (dreta) en I'agregat M,(SCys); de

la MT i de vaixell distorsionat / vaixell distorsionat en el catio.
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isoestructuralitat de les espécies M'-MT (M = Cu, Ag), me-
reixen una consideracio més gran.

La disposicid estérica dels ions Zn' ifo Cd" i dels atoms de
sofre en els agregats M3(SCys)g i M4(SCys)q de les MT es pot
descriure mitjancant els angles de torsié que defineixen la

b)

FIGURA 4. Comparacio estructural de tiolats de coure i plata amb el mateix Ili-
gand i la mateixa formula empirica. Visio de perspectiva de: a) [Cu(SCeHs-0-
SiMe3)l1z, i b) [{Ag(SCeHs-0-SiMes)}4l,, en qué s'assenyala I'agregat Cu,Sq, i la

fusio de dues unitats Ag,Ss mitjangant interaccions secundaries Ag--S (3,05 A).

conformacié d'un anell de sis membres. Si es calculen els va-
lors d'aquests angles a partir de les coordenades atomiques
del Protein Data Bank (taula 1), es conclou que els anells
M!S, en els agregats M;(SCys)q presenten majoritariament
una conformacio de vaixell distorsionat. Alhora, els dos anells
fusionats que constitueixen I'agregat M,4(SCys)y; mostren una
clara preferéncia per la combinacio sofa [ vaixell distorsionat.
El predomini de la conformaci6 tipus vaixell en les MT
contrasta significativament amb la conformacio cadira que
habitualment presenten els anells M";S; en els tiolats
metal-lics. Aixi, una cerca de models sintétics dels agregats
M;(SCys)g i M4(SCys)y en el CSD?® mostra que els anells
M;'(u-S)3 i les unitats M,"(u-S)s (figura 2) només es troben
formant part de tiolats d'elevada nuclearitat amb estructura
tipus adamanta, i en conseqliéncia la conformacio dels anells
M!;S; és de tipus cadira. De fet, I'exemple més proper a la
conformacio de I'agregat Cd4(SCys)y; del fragment o-MT de
mamifer es troba en un catié de formula
[CICdg{SCH(CH,CH,),N(H)Me}1¢]'5+3" tal com es mostra a la
figura 3. En resum, les diferents conformacions dels anells
M"3S; en les MT estructuralment caracteritzades respecte a
les que s'han descrit en els tiolats metal-lics indiquen I'impor-
tant paper de la cadena peptidica per establir i estabilitzar
unes conformacions anomales des de la perspectiva de la qui-
mica de coordinacio.

Quant a la utilitzacio de 16 Ag(l) com a sonda del Cu(l) en les
espécies Cu,-MT, la quimica de coordinaci6 aporta dades
sobre les consequiéncies estructurals de I'esmentada substitu-
cio. Aixi, una analisi dels tiolats de formula general M,/(SR),,
M = Ag o Cu, trobats en el CSD, permet concloure que en el
cas del Cu la geometria de coordinacié predominant és plano-
trigonal, sequida de la lineal o de la coexisténcia d'ambdues
geometries. En canvi, en el cas de la Ag, la geometria de coor-
dinacié predominant és lineal, sequida de la coexisténcia de
lineal, planotrigonal i tetraédrica. Alhora, s'evidencia que I'i6
plata dona lloc molt més sovint que el coure a espécies poli-
mériques i a interaccions secundaries metall-sofre. Es parti-
cularment d'interés el fet que el mateix Iligand tiolat doni
complexos de férmula diferent quan reacciona amb coure o
plata en condicions analogues, o s'arribi al cas que complexos
de coure o plata amb la mateixa formula presentin estruc-
tures diferents,3? com es mostra a la figura 4. Totes aquestes
dades corroboren els dubtes sorgits en relacié amb I'adequa-
ci6 de I'i6 Ag(l) com a substitut del Cu(l) en la determinacio
estructural de les espécies Cu,-MT.22



Aspectes dinamics i de reactivitat

L'elucidacié de les funcions fisiologiques de les MT déna un
interes particular a les propietats dinamiques d'aquestes pro-
teines, que es van posar de manifest en els estudis cristal-lo-
grafics en fase solida i de RMN bidimensional en solucié. Les
dades actuals indiquen que les MT son molécules flexibles, en
que els agregats metal-lics i els fragments de les cadenes
peptidiques compresos entre els residus de Cys experimenten
fluctuacions estructurals. Més recentment, s'ha demostrat
que hi ha interaccions entre els agregats metal-lics d'una ma-
teixa MT i també entre diferents molécules de MT."

La manca de rigidesa estructural, anomenada fluxionalitat, és
una caracteristica dels agregats M,S, en tiolats de féormula
[M,(SR),). El grau de flexibilitat mecanica en els complexos
[M«(SR),]? és inversament proporcional al seu grau de connec-
tivitat, és a dir, al nombre d'enllacos M-S, i augmenta amb la
grandaria dels anells M,(SR), que constitueixen I'agregat.
Com a conseqliencia de la fluxionalitat, els complexos
[M,(SR),JZ donen lloc a isomers configuracionals (aquells que
es diferencien per les orientacions relatives dels seus enlla-
¢os), tal com s'ha observat cristal-lograficament en els com-
plexos [M's(SR)]Zamb M = Cu (z=-1),33 0 Ag (z = 2)3* (figura
5). A més de les caracteristiques dinamiques, els tiolats de
metalls del grup 12 mostren en solucid labilitat cinetica, és a
dir, la continua formacid i trencament dels enllacos metall-
sofre. En conseqliencia, si aquestes propietats dels tiolats
metal-lics son presents en les MT, les propietats dinamiques

d'aquestes proteines podrien ser degudes a la flexibilitat
estructural i a la labilitat cinetica dels agregats [M,(SCys),]
que les formen. Resumint el plantejament anterior, es podria
dir que la naturalesa d'agregat metall-tiolat del core de les
MT explica unes propietats dinamiques poc habituals si es
compara amb d'altres metal-loproteines, i també la mobilitat
de la seva cadena peptidica, atés que el plegament de les MT
esta essencialment determinat per I'enllac dels residus de Cys
als centres metal-lics.

En totes les MT caracteritzades estructuralment que consten
d'un domini ot i un domini 3, el primer és més rigid que el se-
gon. La major mobilitat del domini B respecte a I'c; esta
d'acord amb les regles establertes per als complexos
[M,(SR),% segons les quals un fragment M;S; (format per sis
atoms, sis enllagos M-S i un unic anell M3(SR)s) ha de tenir
més flexibilitat mecanica que un fragment M,Ss (format per
nou atoms, deu enllacos M-S i dos anells fusionats M3(SR)3).
Ara bé, les diferents flexibilitats observades en el domini B en
les diferents isoformes de MT de mamifer (MT-3 > MT-2 >
MT-1) i la diferent estabilitat cinética dels dos dominis 3 de
les MT de crustaci mostren un important paper de la cadena
peptidica en el control i regulacio de les caracteristiques qui-
miques i estructurals dels agregats metall-sofre en les MT.

Les MT son unes metal-loproteines molt reactives, en que
I'elevada estabilitat termodinamica esta associada a una ele-
vada labilitat cinetica. Aquesta labilitat explica el bescanvi
d'ions metal-lics en el si d'un mateix agregat metall-sofre, i
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FIGURA 5.

[Cus(-SBut)el, i visio segons I'eix Myig-Muig, evidenciant la fluxionalitat dels agregats MsSe.

Visié de perspectiva dels agregats [Ms(SR)s]? en els complexos: a) [Ags{u-S(CH2)sNHMe; } 3{1-S(CH,)3sNMe, } 31(C104), b) (EtsN)[Cus(u-SBut)e] i c) (EtsNH)
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també amb ions metal-lics presents en la solucid, o que perta-
nyen a d'altres molécules de MT. L'estabilitat termodinamica
estableix I'afinitat dels centres metal-lics per als diferents en-
torns de coordinaci6 en una determinada MT, i també I'ordre
d'incorporacio a la proteina per desplacament dels metalls
que hi son inicialment enllacats, ordre que esta d'acord amb
I'afinitat metall-sofre observada en els tiolats metal-lics:
Hg(l1) > Ag(l) ~ Cu(l) > Cd(ll) > Zn(I1).

La substitucio dels metalls inicialment enllacats a les MT per
d'altres metalls, o I'alliberament dels primers per coordinacio
a lligands competidors, son processos molt importants des del
punt de vista de |es interaccions de les MT amb els compo-
nents cel-lulars, i per tant objecte d'intensos estudis. Aixi, la
quimica cel-lular de les MT, la transferéncia de metalls entre
MT i enzims, i la nucleofilicitat de les Cys respecte a agents
electrofils, com ara agents alquilants, oxidants i especies radi-
calaries, son avui temes del maxim interés. En resum, les
dades experimentals actuals indiquen que la labilitat cinética
inherent als tiolats dels metalls de transicié i la nucleofilicitat
del sofre tiolat constitueixen les bases de la reactivitat de les
MT. La influéncia de la cadena peptidica en el control i modu-
lacié d'aquestes propietats sembla essencial per determinar el
paper fisiologic, encara forca enigmatic, d'aquestes proteines
tan particulars.

Abreviatures

MT Metal-lotioneina

DNA Acid desoxiribonucleic

Cys Cisteina

His Histidina

Lys Lisina

Glu Acid glutamic

Gln Glutamina

Gly Glicina

UV-Vis Ultraviolat-visible

CD Dicroisme circular

MCD Dicroisme circular magnetic

ES MS Espectrometria de masses amb ionitzacid per
electroesprai

3D Tridimensional

RMN Ressonancia magnetica nuclear

CSD Base de dades estructural de Cambridge

PDB Banc de dades de proteines
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