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1. INTRODUCCIÓ 
 

1.1 Què són les metal·lotioneïnes? 

 L’any 1957, Margoshes i Vallee descobreixen i caracteritzen una proteïna 

associada a zinc i cadmi a partir de còrtex de ronyó de cavall, que van anomenar 

metal·lotioneïna degut al seu elevat contingut en sofre i ions metàl·lics.1 Des d’aquest 

descobriment, el nombre de treballs dedicats a aquestes proteïnes ha crescut 

exponencialment, de tal manera que avui en dia es poden trobar en la literatura prop 

de 17.000 articles científics que cobreixen els resultats obtinguts tant pel que fa 

referència als seus aspectes químics, biològics i bioquímics com a d’altres de caire 

mediambiental, toxicològic, patològic o nutricional.2 

 Les metal·lotioneïnes (MTs) són unes proteïnes molt particulars, no només per 

la seva ubiqüitat (presents en la majoria d’organismes vius, apartat 1.5), sinó perquè, a 

més a més, es caracteritzen per tenir un baix pes molecular (3-10 kD) i un elevat 

nombre de cisteïnes (30% dels seus aminoàcids). Aquest alt contingut en Cys els 

confereix una elevada capacitat per enllaçar ions metàl·lics així com una considerable 

reactivitat. Cal destacar també el baix nombre de residus hidrofòbics (0-3%), histidina i 

arginina i l’absència, en la majoria de MTs, de residus aromàtics, la qual cosa facilita el 

seu estudi per tècniques espectroscòpiques. Les MTs natives enllacen metalls 

essencials, bàsicament Zn(II) i/o Cu(I), però també poden coordinar metalls tòxics, 

com Cd(II), Hg(II), Ag(I) o Pb(II). A més, amb independència de la seva composició 

metàl·lica inicial, les MTs poden enllaçar-se in vitro a una gran varietat d’ions 

metàl·lics, com Ag(I), Au(I), Bi(III), Cd(II), Co(II), Cu(I), Fe(II), Hg(II), Ni(II), Pb(II), Pt(II), 

Tc(IV) i Zn(II).3 

 

 

1.2 Mètodes d’obtenció 

 El procediment tradicional d’obtenció de MTs, i fins fa uns anys el més emprat, 

es basa en la inducció de la seva síntesi en éssers vius i el seu posterior aïllament i 

purificació a partir dels òrgans on més es sintetitza la proteïna. La producció de MTs 

pot ser induïda per un gran nombre de factors, com per exemple la presència de 

metalls, agents radicals oxidants, exposició a radiació UV, determinades hormones, 

etc. Aquest mètode, però, presenta diversos inconvenients ja que comporta un 

procediment de purificació llarg i difícil que sovint dóna lloc a proteïnes de baixa 

concentració i puresa limitada.4 Addicionalment, no és aplicable a tots els organismes i 

la composició metàl·lica de les proteïnes que se’n recuperen és funció del mètode 
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d’inducció emprat. 

Una possibilitat emprada per tal de pal·liar els inconvenients de la metodologia 

anterior, però menys utilitzada que la primera, és la síntesi química de les cadenes 

peptídiques sobre suport sòlid. Si bé aquesta metodologia ha permès caracteritzar 

MTs de fongs5 i els dominis per separat d’algunes MTs de crustaci6 i de mamífer7,8 

també presenta les seves limitacions, com és la longitud de la cadena peptídica o el fet 

que s’obté la proteïna desmetal·lada i, per tant, té el requeriment d’haver de protegir 

els residus cisteínics per evitar la seva oxidació. 

 Una altra alternativa, molt més actual i àmpliament utilitzada avui en dia, 

consisteix en la biosíntesi de MTs mitjançant la tècnica de l’ADN recombinant. Aquesta 

es basa en la utilització de cèl·lules bacterianes o de llevat per sintetitzar productes 

heteròlegs, és a dir, propis d’una altra espècie. Així, l’aprofitament dels mecanismes 

cel·lulars de síntesi de proteïnes en bacteri o llevat permet obtenir quantitats elevades 

d’un producte que normalment no es sintetitza en aquestes cèl·lules. D’aquesta 

manera es poden obtenir MTs d’una gran puresa en elevades concentracions i en 

forma metal·lada, evitant així els inconvenients dels mètodes anteriors.2 

 Entre d’altres, el grup de recerca de la Universitat de Barcelona actualment 

dirigit per la Dra. Sílvia Atrian va posar a punt, cap a l’inici de la dècada dels 90, un 

mètode d’expressió de metal·lotioneïnes en E.coli. Des de llavors, s’han obtingut MTs 

d’una àmplia varietat d’organismes i fins i tot s’han pogut sintetitzar per separat els 

dominis constituents d’algunes MTs que s’estructuren en més d’un domini.9,10 Així 

mateix, i en funció del metall amb què s’enriqueix el medi de cultiu, s’han obtingut MTs 

enllaçades a diferents ions metàl·lics, tot cercant aquells agregats metall-MT de 

rellevància fisiològica. 

 

 

1.3 Característiques estructurals 

 La majoria de MTs presenten un baix grau d’estructura secundària i manca 

d’estructura terciària,11 de manera que en absència de metall (forma apo) les MTs 

presenten una estructura desordenada (random coil).12 Així, actualment és ben 

conegut que l’estructura tridimensional de les MTs ve determinada pel nombre i 

naturalesa dels ions metàl·lics coordinats, els quals donen lloc a complexos 

metall-tiolat polinuclears. Per tant, són les Cys de la cadena polipeptídica de les MTs 

les que coordinen els ions metàl·lics i és aquesta coordinació la que determina el 

replegament de la proteïna. No obstant això, la formació de complexos metall-MT 

estables només pot ser aconseguida si la cadena polipeptídica es plega de manera 
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que els àtoms de SCys quedin disposats en una situació espacial acceptable per a 

satisfer les geometries de coordinació específiques dels ions metàl·lics enllaçats i 

sense produir tensions excessives en la conformació de la proteïna.3 Afortunadament, 

la gran plasticitat de l’estructura primària d’aquestes proteïnes els confereix la 

sorprenent propietat d’adaptar-se a metalls que difereixen força en el seu radi atòmic i 

preferències coordinatives sense provocar distorsions importants en la geometria de 

coordinació d’aquests ni en la conformació global de la proteïna. 

Aquesta mateixa flexibilitat de la cadena polipeptídica, juntament amb la 

fluctuació dinàmica dels ions metàl·lics entre els dominis de les MTs, ha dificultat 

durant molt de temps l’estudi de l’estructura d’aquestes proteïnes mitjançant les 

tècniques convencionals. No obstant això, les tècniques de RMN de 111Cd, 113Cd i/o 1H 

i de difracció de raigs X han permès disposar d’informació precisa sobre l’estructura 

tridimensional d’algunes MTs. Així, per RMN s’ha pogut resoldre l’estructura d’algunes 

MTs de mamífer,13,14,15,16,17 i d’altres organismes com peixos,18 crustacis,19,20 

equinoderms21 o cianobacteris22 enllaçades a metalls divalents (Zn i/o Cd). Amb 

aquests estudis s’ha pogut determinar que en les MTs de mamífer la cadena 

polipeptídica es replega donant lloc a dos dominis globulars d’aproximadament la 

mateixa mida, amb quiralitat oposada, i essencialment no interactius i en els que els 

residus hidrofílics estan orientats cap a l’exterior de la molècula (Figura 1.1). El 

fragment N-terminal forma l’agregat M3S9, domini β, amb 3 SCys pontals i 6 de 

terminals, i el fragment C-terminal dóna lloc a l’agregat M4S11, domini α, amb 5 SCys 

pontals i 6 de terminals. En ambdós dominis, els metalls presenten coordinació 

tetraèdrica. En les altres espècies esmentades, amb l’excepció de la MT de bacteri, 

també s’observa l’ordenació dels 

polipèptids en dos dominis, propers als 

de mamífer, però que tant el número 

com la posició dels residus de Cys és 

diferent, generant diferències 

estructurals i de reactivitat importants. 

Contràriament, la MT de cianobacteri, 

més curta que les anteriors, presenta un 

únic agregat Zn4(SCys)9(NHis)2 de 

conformació similar al domini α de les 

MTs de mamífer. 

Les dificultats en l’obtenció de mostres cristalitzades, juntament amb la 

inexistència d’isòtops de Cu actius en RMN,23 han fet que l’estructura de les MTs que 

contenen Cu sigui força menys coneguda. Tot i així, s’han determinat les estructures 

 

           
Figura 1.1.- Estructura de la Cd5Zn2-MT2 de 

fetge de rata i dels seus fragments α i β.

domini α domini β
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tridimensionals de certes Cu-MTs, com la de Cup1 de Saccharomyces cerevisiae24,25 

(Figura 1.2.A) o la de NcMT de Neurospora crassa11 (Figura 1.2.B). Encara que la 

primera conté 12 Cys, 10 de les quals enllacen entre 7 i 8 Cu(I), i NcMT conté 7 Cys 

enllaçades a 6 Cu(I),26 ambdues s’estructuren en un únic domini (Figura 1.2). 

 

A           B 
Figura 1.2.- Estructura 3D de: (A) Cu7-MT de Saccharomyces cerevisiae, i (B) Cu6-MT de 

Neurospora crassa. 
 

La difracció de raigs X i la RMN són les tècniques d’elucidació estructural per 

excel·lència, però cal remarcar que les espectroscòpies de DC i d’emissió han 

proporcionat una informació considerable sobre la coordinació d’alguns metalls a les 

MTs. Així, a partir d’estudis realitzats amb Zn(II), Cd(II), Hg(II), Cu(I) o Ag(I),3 s’han 

identificat diversos motius estructurals i s’ha determinat que la MT nativa de fetge de 

conill dóna lloc a agregats Zn7-MT, Cd7-MT, Cu12-MT, Ag12-MT, Ag18-MT o Hg18-MT.2 

 

 

1.4 Classificació de les metal·lotioneïnes 

 Normalment les proteïnes es classifiquen segons la seva funcionalitat 

(proteases, oxigenases, reductases, etc). Aquest no és el cas de les MTs, la funció o 

funcions fisiològiques de les quals avui en dia encara no estan totalment definides 

(apartat 1.6). Per aquest motiu s’han fet diverses propostes de classificació en funció 

de les homologies de seqüència i característiques estructurals de les MTs conegudes. 

 La primera classificació, proposada l’any 1985, comporta tres grans grups de 

MTs en funció de les característiques de la seva estructura primària.27 

• Classe I, MTs d’entre 59 i 63 aminoàcids, dels quals uns 20 són Cys. Aquest 

tipus de MTs es troba en la majoria de vertebrats i en alguns invertebrats. 

Són homòlogues a MT1 de ronyó de cavall i s’estructuren en dos dominis. 

• Classe II, MTs que tot i conservar els residus de Cys, presenten una gran 

heterogeneïtat de seqüències, totes no alineables amb MT1 de cavall. 

Aquestes MTs es troben en plantes, fongs, invertebrats i alguns bacteris. La 

majoria es constitueixen en un únic domini. 
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• Classe III, cadistines, fitoquelatines i altres polipèptids de fórmula general 

(γ-Glu-Cys)nGly, de síntesi enzimàtica, que es troben principalment en 

vegetals i organismes unicel·lulars. 

 Posteriorment es va proposar una altra classificació que considera similituds de 

seqüència globals a més a més de la de les cisteïnes. Aquesta classificació, molt més 

detallada, divideix les MTs en famílies, subfamílies, subgrups, isoformes i 

subisoformes.28,29 Això, però, ha donat lloc a tants grups de MTs com grups 

taxonòmics hi ha en el regne animal i vegetal. 

 En qualsevol cas, cap de les dues classificacions esmentades proporciona 

informació funcional o evolutiva de les MTs, ja que ambdues es basen únicament en 

similituds de seqüència. Per aquest motiu, el grup de recerca en el qual s’ha realitzat 

aquesta tesi doctoral va proposar un nou model de classificació que es basa tant en la 

seqüència aminoacídica com en la preferència de les MTs envers els metalls 

essencials Zn i Cu. Si els ions metàl·lics coordinats a MT determinen la seva estructura 

(apartat 1.3), sembla probable que Zn(II) i Cu(I), amb característiques coordinatives 

pròpies, donin lloc a estructures metall-MT diferents. En conseqüència, en base a les 

relacions estructura/funció, cal esperar que estructures diferents dels seus agregats 

metàl·lics també determinin funcions diferents per a aquestes metal·loproteïnes. 

 D’acord amb la metodologia emprada per aquest grup, la preferència metàl·lica 

i la capacitat coordinant de les MTs s’avalua mitjançant la producció in vivo de cada 

MT recombinant en medis de cultiu enriquits amb diferents ions metàl·lics, l’estudi de la 

substitució in vitro dels ions metàl·lics inicialment coordinats i l’anàlisi qualitativa i 

quantitativa de la composició i estructura dels agregats metàl·lics formats tant in vivo 

com in vitro. D’aquesta manera les MT es classificarien en: 

• Zn-tioneïnes: MTs que en medis enriquits en Cu s’expressen com a 

espècies heterometàl·liques Zn,Cu-MT i que, per tant, requereixen Zn(II) per 

estructurar-se. Així, MT1 de ratolí30 i MTH de llamàntol10 són Zn-tioneïnes. 

• Cu-tioneïnes: MTs que en medis rics en Cu s’expressen com a espècies 

homometàl·liques Cu-MT i que, per tant, no requereixen Zn(II) per replegar-

se. Totes les MTs de Drosophila melanogaster31,32,33 i el fragment β de MT130 

són Cu-tioneïnes. 

 L’interès a continuar validant la nostra proposta de classificació i a esbrinar les 

relacions entre Zn- i Cu-MTs i la funcionalitat fisiològica d’aquestes són alguns dels 

motius que han propiciat aquesta tesi. 
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1.5 Les metal·lotioneïnes en els organismes vius 

 Les MTs es troben presents en la totalitat dels organismes del regne animal i 

també en vegetals i procariotes.34 Actualment es coneixen unes 200 MTs procedents 

d’unes 100 espècies diferents. D’entre aquestes, les més estudiades han estat les de 

mamífer, seguides de les de crustaci i llevat, però també hi ha estudis de 

caracterització, a diferents nivells, de MTs de peixos, aus, insectes, equinoderms, 

mol·luscs, anèl·lids, nematodes, fongs, protozous i bacteris. En la Taula 1.1 es donen 

detalls de la seqüència primària d’aquelles MTs de les quals es disposa d’alguna 

informació respecte els seus complexos metàl·lics des d’un punt de vista químic o 

estructural. Donat que per motius d’extensió no és possible descriure aquí tot el 

coneixement que es té actualment sobre aquestes MTs, únicament es comenten a 

continuació les dades més rellevats de les MTs estrictament relacionades amb 

aquesta tesi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Taula 1.1.- MTs de diferents organismes i les corresponents subfamílies i famílies a les quals 

pertanyen. 
*** per motius d’extensió, les dades de mamífer no s’inclouen en la taula però es comenten en 

el text. 
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1.5.1 MTs de mamífer 

 Les MTs de mamífer han estat llargament estudiades, de manera que avui en 

dia es té un ampli coneixement d’aquestes proteïnes. Així, en la literatura es troba una 

gran varietat de treballs tant a nivell biològic (purificació, patrons d’expressió, estudis 

genètics, clonatge heteròleg, etc) com químic (capacitat coordinant envers diferents 

metalls, caracterització dels agregats metàl·lics formats, reactivitat, estructuració, etc) 

referents a MTs de mamífer.2 

 En aquests organismes s’han aïllat fins a quatre gens codificants de MT (MT1, 

MT2, MT3 i MT4) i si bé en l’espècie humana la isoforma MT1 presenta encara un 

major grau de multiplicitat amb diferents subisoformes (MT1a, MT1b,...), en altres 

espècies de mamífer, com el ratolí, només es coneix un representant per a cadascuna 

de les quatre isoformes principals.  

 Les 4 isoformes de MT de mamífer presenten les 20 Cys en posicions totalment 

conservades (Figura 1.3) i una elevada similitud en la resta d’aminoàcids, però en 

canvi hi ha divergències importants pel que fa als seus patrons d’expressió. Mentre 

que MT1 i MT2 es sintetitzen ubíquament, MT3 i MT4 presenten expressions 

específiques, trobant-se únicament en el sistema nerviós i en l’epiteli escamós 

estratificat, respectivament.35,36 

MT 1   MDP NCSCSTGGSCTCTSSCACKNCKCTSCKKSCCSCCPVGCSKCAQGCVCK      GAADKCTCCA  (61 aa) 
MT 2   MDP NCSCASDGSCSCAGACKCKQCKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCSQGCICK      EASDKCSCCA  (61 aa) 
MT 3   MDPETCPCPTGGSCTCSDKCKCKGCKCTNCKKSCCSCCPAGCEKCAKDCVCKGEEGAKAEAEKCSCCQ  (68 aa) 
MT 4   MDPGECTCMSGGICICGDNCKCTTCSCKTCRKSCCPCCPPGCAKCARGCICK      GGSDKCSCCP  (62 aa) 

Figura 1.3.- Comparació de la seqüència aminoacídica de les 4 MTs de ratolí. S’han 
assenyalat en groc les Cys conservades en les diferents isoformes. 

 
La MT1 de mamífer és, molt probablement, la MT més estudiada i, per tant, la 

més coneguda, i degut a la similitud de seqüències entre MT2 i MT1 el comportament 

descrit per MT1 pot fer-se extensiu a MT2 (apartat 1.3). En canvi, mentre que la 

isoforma MT3 està essent objecte d’estudis intensius17,37,38 per la seva possible funció 

en el sistema nerviós central,39 la informació de la qual es disposa actualment sobre la 

isoforma MT4 és molt reduïda.35,36 

De totes les MTs de mamífer, MT4 és la que presenta diferències 

aminoacídiques més importants (dels seus 62 aa, entre 24 i 27 difereixen de la resta 

d’isoformes, mentre que per a MT3 només hi ha 15 diferències) però alhora és la més 

conservada entre espècies diferents. Això fa que en els arbres filogenètics construïts a 

partir de seqüències codificants d'ADN, MT4 aparegui en una posició separada de la 

resta de MTs de mamífer i més propera a les MTs d’aus (Figura 1.4), cosa que 

suggereix que MT4 podria ser la MT primitiva de mamífer. 
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Figura 1.4.- Arbre filogenètic obtingut a partir de les seqüències dels exons de MTs de 
vertebrats. Extret de: http://www.unizh.ch/~mtpage/poster/postree.GIF 

D’acord amb resultats d’aquest grup de recerca, MT1 recombinant de ratolí és 

una Zn-tioneïna,10 formada per un domini α, també amb caràcter de Zn-tioneïna, i un 

domini β que es comporta aïlladament com una Cu-tioneïna.40 D’acord amb dades 

bibliogràfiques anteriors obtingudes per a proteïnes natives,2 quan la MT1 s’expressa 

en medis rics en Zn s’obté Zn7-MT1, on els ions Zn(II) poden ser substituïts per Cd(II) 

per a donar l’agregat isoestructural Cd7-MT1.9,41 Per altra part, en medis rics en Cu la 

proteïna s’expressa com a Cu7Zn3-MT1, amb una distribució entre dominis d’acord 

amb Cu3Zn2-αMT1 i Cu4Zn1-βMT1.30 

 

1.5.2 MTs d’altres vertebrats 

Contrastant amb l’ampli coneixement que es té de les MTs de mamífer, la 

informació disponible sobre altres MTs és molt més limitada i bastant més dispersa.2 

Pel que fa a la resta de vertebrats, cal destacar que els treballs de caracterització 

química i/o estructural de MTs de peixos, amfibis, rèptils i aus (Taula 1.1) són 

pràcticament inexistents. 

Estudis evolutius en vertebrats han posat de manifest un alt grau de proximitat 

entre les MTs d’aus i de mamífer (Figura 1.4), dos tipus d’organismes que han 

evolucionat paral·lelament durant pràcticament 310 milions d’anys,42 cosa que ha 

portat a proposar que ambdós organismes contenen MTs originades per un ancestre 

comú.43 El pollastre (Gallus gallus) és l’organisme model per a l’estudi de les aus i la 

seva MT, ckMT, ha estat considerada funcionalment equivalent a les MTs de mamífer. 

La metal·loproteïna ckMT consta de 63 aminoàcids, dels quals 20 són Cys i 1 

His, i presenta un 68% de similitud de seqüència i dues insercions aminoacídiques en 
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relació a MT1 de ratolí.44 Addicionalment, l’expressió del gen de ckMT és regulada pels 

mateixos agents que MT1 (metalls, estrès oxidatiu, glucocorticoides, etc).45 Tot i 

aquestes similituds, ckMT i MT1 presenten algunes diferències que cal comentar. Per 

una banda, ckMT té un residu d’His al final de la seva seqüència (C-terminal) que MT1 

no té i que d’acord amb la bibliografia pot contribuir a la coordinació metàl·lica.46,47 Per 

altra part, en pollastre només s’ha descrit un únic gen que codifica per MT,44,48 mentre 

que en mamífer s’han detectat fins a 4 isoformes de MT, les quals poden presentar 

diferents funcionalitats (apartat 1.5.1). 

Pel que fa al coneixement que es té dels agregats metàl·lics als quals dóna lloc 

ckMT, cal esmentar que els únics treballs existents en la literatura proposen una 

relació de 7-9 M/proteïna (M = Zn i Cd) pels agregats Cd,Zn-MT obtinguts a partir 

d’òrgans de pollastres alimentats amb Cd.49,50 Així mateix, aquests autors també 

descriuen que l’addició in vitro de 15 equivalents de Cu(I) als complexos anteriors 

provoca la substitució total del Zn i Cd inicialment coordinats per a generar una 

espècie Cu15-ckMT.50 

 

1.5.3 MTs de llevat 

 Llevat és el nom comú emprat per a denominar certs fongs unicel·lulars 

(eucariotes). Un dels llevats més coneguts és Saccharomyces cerevisiae, que té la 

facultat de créixer de forma anaeròbica, realitzant la fermentació alcohòlica. 

 Al contrari del que s’ha comentat en l’apartat anterior (ckMT, una sola MT 

descrita), s’ha identificat duplicitat dels gens que codifiquen per MT en dos llevats, 

Saccharomyces cerevisiae i Candida glabrata. D’acord amb les dades de la Taula 1.2, 

les isoformes MTI i MTII de C.glabrata, regulades transcripcionalment pel Cu i que no 

presenten homologia de seqüència, donen lloc, respectivament, a agregats Cu11-12-MTI 

i Cu10-MTII.51 Si bé ambdues isoformes s’han relacionat amb la destoxificació enfront 

del coure, es creu que MTII presentaria un paper dominant en la resistència cel·lular al 

coure, mentre que MTI probablement podria presentar altres funcions.51,52 

 

Taula 1.2.- Característiques de l’estructura primària i dels complexos amb metalls divalents i/o 
monovalents de diverses MTs de llevat. 

 
 Addicionalment, en presència de Cd(II), C.glabrata expressa un pèptid (γ-Glu-

Cys)nGly de la família de les fitoquelatines i cadistines que seria el responsable de la 

destoxificació envers el Cd.53 Per S.pombe únicament s’havien descrit fitoquelatines, 
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però recentment s’ha caracteritzat una MT, Zym1, la qual no presenta les propietats de 

les altres MTs de llevats, que s’indueixen i segresten Cu.54 

 Els gens que codifiquen les MTs de Saccharomyces cerevisiae, Cup1 i Crs5, 

també es troben regulats transcripcionalment per Cu, la qual cosa va portar, 

inicialment, a relacionar-les amb la destoxificació d’aquest metall. De fet, Cup1 ha 

estat tradicionalment considerada la Cu-tioneïna de referència. Des que va ser aïllada i 

caracteritzada l’any 1975,55 el seu estudi ha donat lloc a un nombre important de 

treballs. Cal destacar que Cu-Cup1 ha estat la primera i única MT de Cu de la qual 

s’ha resolt l’estructura i que això s’ha fet tant per RMN56 com per difracció de raigs X,25 

(Figura 1.2.A). Aquest extens estudi ha permès conèixer amb detall aquesta MT, que 

in vivo enllaça entre 756 i 825 ions Cu(I) mitjançant 10 de les seves 12 Cys (Taula 1.2). 

Experiments amb agents quelatants específics de Cu(I) van demostrar la presència de 

dos ions molt làbils,57 cosa que explica les diferents relacions Cu/MT trobades. 

Aquesta labilitat diferencial dels ions Cu(I) enllaçats a Cup1 s’ha atribuït als diferents 

entorns de coordinació (6 Cu trigonals i 2 de digonals) que presenta el Cu(I) en la 

proteïna.25 Estudis in vitro han demostrat que aquesta proteïna també pot enllaçar Cd i 

Zn en una relació de 4 metalls per MT.58  

Crs5  MTVKICDCEGECCKDSCHCGSTCLPSCSGGEKCKCDHSTGSPQ CKSCGEKCKCETTCTCEKSKCN       CEKC   
CgMTI MAND CKCPNGCSCPNCANGG     CQCGDKCECKK     QSCHGCGEQCKCGSHGSSCHGSCG   CGDKCECK   
Zym1  MEHTTQ            CKSKQGKPCDCQSKCGCQD          CKESCGCKSSAVDN CKCS      SCKCASK 
Cup1  MFSELINFQNEGHECQCQCG SCKNNEQCQKSCSCPTGCNSD       DKCPCGNKSEETKKSC        CSGK   
mMT1  MDPN       CSCATGGSC TCTGSCKC KECKCN       SCKKSCCSC CPMSCAKCAQGCICKGASEKCSCCA  
MtnB  MVCKGC       GTNCQCS     AQKCGDNCACNKD           CQCVCKN   GPKDQC        CSNK   

Figura 1.5.- Comparació de la seqüència aminoacídica de diverses MTs entre les quals 
s’inclouen les de S.cerevisiae, Cup1 i Crs5. S’han assenyalat en groc les Cys 
conservades en les diferents isoformes. (CgMTI = MTI de C.glabrata, mMT1 = 
MT1 de ratolí, MtnB = MTO de D.melanogaster) 

 
 El gen que codifica per Crs5 no es va descobrir fins l’any 1994,59 intentant 

identificar sistemes addicionals de llevat que contribuïssin a l’homeòstasi i 

destoxificació del Cu. Curiosament, aquesta proteïna presenta similituds amb 

nombroses MTs de mamífer i d’invertebrats, mentre que comparteix poca semblança 

(28%) amb l’altra MT de S.cerevisiae (Cup1). Així, tant la llargada de la cadena 

polipeptídica com el número de residus de Cys de Crs5 s’assemblen més a les de les 

MTs de mamífer que no pas a les de Cup1 (Taula 1.1 i Figura 1.5).59 La diferència en 

el número de Cys entre les dues MTs de S.cerevisiae comporta també diferents 

capacitats de coordinació metàl·lica, major en el cas de Crs5 que enllaça entre 11 i 12 

ions Cu(I) i 6 ions Cd(II) (Taula 1.2).60 Aquest alt contingut metàl·lic juntament amb la 

presència d’un segment dins la seqüència de Crs5 de 8 residus aminoacídics 

deficients en Cys, suggereix l’organització de la proteïna en dos dominis,60 tal i com es 

descriu per a les MTs de mamífer, mentre que Cup1 mostra una disposició 



-Introducció- 

 - 13 -

monodominal.56 Cal destacar també les grans similituds entre les dues MTs de 

S.cerevisiae i les dues de C.glabrata (Taula 1.2 i Figura 1.5), tant per la llargada dels 

polipèptids com pel número de residus de Cys i His i, fins i tot, per les possibles 

funcions en llevat. 

 Com ja s’ha dit, el gen CRS5 es veu regulat positivament per la presència de 

Cu en el medi i, per tant, la funció de Crs5 també ha estat inicialment relacionada amb 

els processos d’homeòstasi i destoxificació del Cu.59 Posteriorment, i donat que els 

ions Cu(I) enllaçats a Cup1 són cinèticament i, probablement, termodinàmica més 

estables que els units a Crs5, s’ha proposat que el principal responsable de la 

tolerància envers el Cu(I) en S.cerevisiae seria Cup1. Així doncs, Crs5 semblaria més 

aviat tenir una funció tamponadora de Cu(I) degut a la seva labilitat d’enllaç. Cal afegir, 

no obstant, que també s’ha relacionat Crs5 amb l’homeòstasi del Zn.60 

 Un altre fet a destacar és la regulació negativa tant de Crs5 com de Cup1 per 

l’oxigen.61 La repressió aeròbica dels gens d’aquestes dues MTs de llevat és ràpida i 

involucra l’acció dels ions coure sobre l’expressió gènica de Crs5 i Cup1. Així doncs, 

s’ha vist que els cultius anaeròbics acumulen nivells de Cu majors que els aeròbics i 

que aquest Cu es perd ràpidament quan les cèl·lules són exposades a l’aire. 

Conseqüentment, sembla que serien els nivells de Cu(I) en llevat (modulats per 

l’aerobiosi/anaerobiosi del sistema) els que regularien l’expressió dels gens CRS5 i 

CUP1. 

 

1.5.4 Altres MTs 

 No es pot acabar aquesta descripció de les MTs sense comentar alguns dels 

resultats obtinguts per aquest grup de recerca en l’estudi de MTs d’altres organismes. 

S’ha considerat oportú incloure aquí aquesta informació ja que algunes dades sobre 

altres MTs, aparentment no relacionades amb aquest treball, seran força útils a l’hora 

de considerar els resultats de l’estudi que aquí es presenta. 

 El grup d’investigació en el sí del qual s’ha realitzat aquesta Tesi ha estudiat 

algunes MTs de la família dels artròpodes (invertebrats). Més concretament, s’ha 

treballat amb MTH d’Homarus americanus (llamàntol) i els seus dominis constitutius, i 

les quatre isoformes (MtnA, MtnB, MtnC i MtnD, Taula 1.1) de Drosophila 

melanogaster (mosca del vinagre). Així, s’ha determinat que la MT de llamàntol 

presenta preferència per als metalls divalents, Zn(II) i Cd(II), enllaçant fins a 6 metalls 

per MT, mentre que quan s’expressa en presència de Cu dóna lloc a una barreja 

d’espècies heterometàl·liques Zn,Cu-MTH, la qual cosa ha portat a classificar MTH 

com una Zn-tioneïna.10 De les quatre isoformes de MT de mosca, les més conegudes 
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són MtnA (MTN)31 i MtnB (MTO)32 i, contràriament al descrit per MTH, totes presenten 

major preferència per al Cu(I) que per al Zn(II), generant in vivo i en presència de Cu 

les espècies Cu8-MtnA, Cu9-MtnB, Cu5-MtnC i Cu5-MtnD.33 Això, juntament amb les 

dades obtingudes in vitro, ha portat a classificar aquestes quatre MTs com a 

Cu-tioneïnes. 

 Curiosament, han estat aquestes MTs de mosca les primeres per a les quals 

s’ha proposat la presència de lligands addicionals no proteics en els seus complexos 

metàl·lics. Així, per MtnB s’ha descrit la participació de lligands clorur en les espècies 

Zn- i Cd-MtnB,32 i per MtnA s’ha suggerit la presència de lligands sulfur (S2-) en els 

complexos Cd-MtnA.31 Aquesta darrera assignació es va fer en base a unes 

absorcions de DC que apareixien al voltant de 280 nm en afegir ions Cd(II) a l’espècie 

Zn-MtnA. Absorcions anàlogues a aquestes havien estat descrites prèviament62,63,64 

per als complexos de Cd dels polipèptids (γ-Glu-Cys)nGly de síntesi enzimàtica 

anomenats fitoquelatines i cadistines (apartat 1.4). Aquests polipèptids, en presència 

de Cd(II), generen oligòmers amb un número variable d’unitats (γ-Glu-Cys)nGly que 

incorporen sulfur inorgànic (S2-) com a lligands addicionals donant lloc a partícules 

anomenades crystallites,65 mitjançant un procés de biomineralització (Figura 1.6). 

Aquests crystallites generen absorcions entre 270 i 320 nm, tot depenent de la mida de 

la partícula, de tal manera que com més gran és la relació S2-:M (M = Zn o Cd) de 

l’agregat més gran és la longitud d’ona d’absorció.66 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.6.- Model hipotètic dels crystallites mostrant els pèptids (γ-Glu-Cys)nGly embolcallant 

la superfície de la xarxa cristal·lina, que aquí s’ha representat com una blenda de 
zinc però que en les partícules natives sembla ser molt més policristal·lina.  

 
 Pel que fa a MtnB, els espectres de DC de la proteïna recombinant expressada 

en medis rics en Zn mostren, juntament amb la banda en forma d’exciton coupling 

centrada a 240 nm característica dels cromòfors Zn-tiolat, una banda en forma de 

gaussiana centrada a 230(+) nm que es desplaça i es fa més estreta en eliminar els 

clorurs del medi. Per altra banda, els complexos Cd-MtnB obtinguts in vitro i en 

presència d’ions clorur presenten absorcions a 240(+) nm en els espectres de 
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diferència d’UV-Vis les quals desapareixen quan s’eliminen els clorurs del medi. 

Aquest fet va portar a proposar la participació dels anions clorur com a lligands en els 

complexos Zn- i Cd-MtnB.32 En la literatura es troben altres treballs que també 

postulen la participació dels lligands clorur en l’estructura i estabilitat del agregats 

metall-MT.67 

 

1.6 Reactivitat i funció fisiològica 

La diversitat de metalls que poden coordinar les MTs, la ubiqüitat d’aquestes 

proteïnes i l’elevat grau de conservació que presenten les seves seqüències 

aminoacídiques, especialment els residus de Cys, en organismes diferents del mateix 

ordre fa creure que les MTs són proteïnes d’una gran importància biològica. 

Tanmateix, gairebé 50 anys després del seu descobriment, la funció o funcions 

fisiològiques de les MTs resten encara per determinar, de manera que bona part dels 

treballs actuals apunten cap a l’estudi d’aquets darrer aspecte. 

Una de les característiques més rellevants de les MTs, que estableix una clara 

diferenciació amb la resta de proteïnes, és la seva capacitat per a formar complexos 

metàl·lics d’elevada nuclearitat. Aquests presenten una gran estabilitat termodinàmica, 

però l’elevada plasticitat i flexibilitat de l’estructura proteica provoca que presentin 

alhora una elevada labilitat cinètica, fet que facilita, tant in vivo com in vitro, el bescanvi 

relativament ràpid dels ions metàl·lics que contenen quan les condicions del medi ho 

forcen. Així mateix, el fet que la síntesi de moltes MTs es vegi induïda per metalls 

suggereix que aquestes proteïnes tenen un paper important en la regulació i 

destoxificació de metalls en els éssers vius.68 Així, se’ls han atribuït diverses funcions 

estretament relacionades les unes amb les altres com a conseqüència de les 

característiques fisicoquímiques dels seus agregats metàl·lics.2 Aquestes funcions 

s’han relacionat amb: 

a) l’homeòstasi de Zn i Cu 

b) el segrestament de metalls tòxics 

c) un paper antioxidant i antiapoptòtic 

d) el control metabòlic de producció d’energia 
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1.7 Objectius 

 Aquesta Tesi Doctoral té com a objectiu principal l’aprofundiment en la relació 

estructura/funció de les metal·lotioneïnes. Per a poder assolir aquesta fita s’han 

plantejat tres objectius més concrets, que es descriuen a continuació: 

 

1. Ampliar els coneixements sobre el comportament coordinant de les MTs 
de mamífer mitjançant l’estudi d’una nova isoforma, MT4. Amb aquesta 

finalitat, s’ha realitzat un estudi de la capacitat enllaçant de MT4 i dels seus 

dominis per separat en presència de metalls divalents (Zn i Cd) i monovalents 

(Cu), i els resultats s’han comparat amb els obtinguts, per aquest mateix grup 

de recerca, amb MT1 de mamífer. 

 

 

2. Determinar la participació de lligands no proteics en els agregats M-MT i 
precisar com afecten en l’estructura d’aquests complexos. En la literatura 

es poden trobar treballs on es descriu la participació de certs lligands 

no-proteics en la coordinació metàl·lica de les MTs. Aquesta participació no 

només pot afectar l’estructura del complex M-MT sinó que pot determinar 

funcions específiques per a aquestes proteïnes. Així, s’ha plantejat estudiar la 

possible implicació dels lligands clorur (Cl-) i sulfur (S2-) en els complexos 

metall-MT formats quan la proteïna enllaça Zn(II), Cd(II) i/o Cu(I). 

 

 

3. Estudiar les MTs de diferents organismes amb la intenció de validar la 
proposta de classificació presentada per aquest grup de recerca i, a més, 
aprofundir en els diferents patrons de diferenciació i especialització de 
les MTs. Així, s’ha analitzat el comportament coordinant de les MTs de dos 

organismes diferents. Per una banda s’ha caracteritzat una MT d’ocell, més 

concretament de pollastre, organisme evolutivament molt proper als mamífers i 

que també es troba dins del grup dels vertebrats. D’altra banda, s’ha estudiat la 

MT d’un organisme menys evolucionat com és el llevat, fong unicel·lular. 
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2. RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 

 En aquest capítol es dóna una visió global del treball exposant de manera 

resumida els resultats obtinguts i fent-ne una discussió general. 

 Cal destacar que la recent demostració d’aquest grup de recerca (article 3) de 

la presència d’un tercer component fins ara desconegut, els lligands sulfur (S2-), en les 

espècies metall-MT obtingudes mitjançant enginyeria genètica té implicacions 

importants en l’anàlisi de les habilitats coordinants de totes les MTs conegudes fins 

ara. Degut a aquest descobriment i amb l’ànim de facilitar l’exposició i discussió dels 

resultats d’aquest treball, aquest capítol s’inicia amb l’estudi de les característiques 

coordinants de la isoforma MT4 de mamífer (apartat 2.1; article 1). Quan es van 

publicar els resultats de MT4 el grup desconeixia encara la presència d’aquest tercer 

component en els agregats metall-MT4, per la qual cosa no se’n fa cap esment en 

l’article 1. Posteriorment, l’elucidació de les implicacions de la presència de lligands 

sulfur i/o clorur en aquests agregats (apartat 2.2; articles 2 i 3) ha permès fer una nova 

interpretació d’alguna de les dades de l’article 1 i altres articles anteriors d’aquest grup 

de recerca, que no es troben publicades i que es recullen en l’apartat 2.2.3. Finalment, 

els estudis de les habilitats coordinants de ckMT1 (apartat 2.3; article 4) i Crs5 (apartat 

2.4; article 5) ja tenen en compte la presència d’aquests lligands addicionals i, com a 

conseqüència, la seva publicació s’ha vist retardada en espera de la publicació de 

l’article 3. 

 

 

 En tots els casos les proteïnes recombinants estudiades han estat sintetitzades 

pel grup de recerca dirigit per la Dra. Sílvia Atrian, Catedràtica del Departament de 

Genètica de la Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona. 
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2.1 Capacitat coordinant de la isoforma MT4 de mamífer 

 El coneixement detallat del comportament de MT1 enfront de metalls divalents i 

monovalents,9,30,40,41,69,70,71 juntament amb la manca absoluta de dades sobre la 

capacitat coordinant de MT4, per a la qual s’ha postulat una funció diferent a la de les 

altres MTs de mamífer (vegi’s apartat 1.5.1), ha incitat que es considerés interessant 

estudiar la isoforma MT4 de mamífer enfront dels ions Zn(II), Cd(II) i Cu(I). D’aquesta 

forma aquest treball constitueix el primer estudi sobre el comportament coordinant de 

MT4 envers diferents ions metàl·lics. 

 El procediment seguit per a l’estudi de la capacitat coordinant de MT4 envers 

Zn(II), Cd(II) i Cu(I) ha consistit en una primera etapa de síntesi de la MT4 recombinant 

de ratolí sencera i dels seus fragments constitutius en medis rics en Zn, Cd o Cu. 

Aquestes síntesis han portat a l’obtenció de complexos metall-MT4 que s’han 

caracteritzat mitjançant les tècniques espectroscòpiques i espetromètriques habituals 

(Mètode d’Ellman, ICP-AES, DC, UV-Vis i ESI-MS). Un cop analitzades les espècies 

Zn-MT4, s’ha procedit a valorar-les amb Cd(II) i Cu(I) a pH 7 i a temperatura ambient 

(estudis in vitro). Els complexos metàl·lics formats al llarg de les valoracions s’han 

caracteritzat, tot determinant el seu grau d’estructuració i el seu contingut metàl·lic 

mitjançant les tècniques de DC, UV-Vis i ESI-MS. Posteriorment, s’han comparat les 

espècies obtingudes in vivo i in vitro i s’ha pogut establir el caràcter de Cu-tioneïna de 

la MT4 sencera així com dels seus dominis αMT4 i βMT4. Finalment, i per a completar 

l’estudi de la capacitat coordinant d’aquesta proteïna, s’ha comparat el seu 

comportament amb el de MT1. A diferència del fragment βMT1,40 ni MT1 ni αMT1 no 

s’havien expressat amb anterioritat en medis rics en Cd i, per tant, es desconeixien les 

característiques de les espècies Cd-MT que podien formar aquestes dues proteïnes en 

aquestes condicions. Per tant, per tal de poder comparar els resultats obtinguts per 

MT4 amb els de MT1, part d’aquest treball ha consistit en la biosíntesi i caracterització 

dels complexos Cd-MT1 i Cd-αMT1 de mamífer. 

 A continuació es donen i comenten els resultats obtinguts. 
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2.1.1 Propietats coordinants de MT4 envers Zn(II) 

 La capacitat coordinant de MT4 envers Zn s’apropa bastant a la descrita per a 

MT1 ja que totes dues proteïnes generen espècies úniques en solució 

d’estequiometria idèntica, Zn7-MT, Zn4-αMT i Zn3-βMT (Taula 2.1), que presenten 

espectres de DC propers (Figura 2.1), si bé en el cas de MT4 els tres pèptids estudiats 

mostren en solució una menor quiralitat que els de MT1. Així doncs, es proposa que la 

coordinació del Zn confereix un menor grau de replegament a MT4 que a MT1. 

 

 

Zn Zn-MT4 Zn-αMT4 Zn-βMT4 

[proteïna] (M) 0.63x10-4 2.70x10-4 2.10x10-4 

ICP-AES 6.7 Zn 3.6 Zn 2.5 Zn 

% Oxidació 
(Ellman) 

5 % 11 % 15 % 

ESI-MS Zn7-MT4 Zn4-αMT4 Zn3-βMT4 

Espectre DC 

 

Taula 2.1.- Resultats de la caracterització dels complexos de MT4 sencera i dels seus 
fragments constitutius obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva 
expressió en medis rics en Zn. 

 

 

 

  
Figura 2.1.- Comparació dels espectres de DC de les espècies Zn7-MT (A), Zn4-αMT (B), i 

Zn3-βMT (C) de MT1 (gris) i de MT4 (negre). 

A B C



-Resultats i Discussió- 

 - 22 -

2.1.2 Propietats coordinants de MT4 envers Cd(II) 

 Quan la MT4 es sintetitza en medis rics en Cd únicament el fragment αMT4 

s’expressa com una única espècie d’estequiometria Cd4-αMT4, mentre que la proteïna 

sencera i βMT4 s’expressen com una barreja d’espècies entre les quals es troben els 

complexos homometàl·lics de Cd esperats, Cd7-MT4 i Cd3-βMT4, juntament amb 

diversos complexos heterometàl·lics Zn,Cd-MT (Taula 2.2). 

 

Cd Cd-MT4 Cd-αMT4 Cd-βMT4 

[proteïna] (M) 5.0x10-5 2.08x10-4 2.13x10-4 

ICP-AES 3.6 Zn 
2.0 Cd 

3.5 Cd 2.0 Cd 

% Oxidació 
(Ellman) 36 % 13 % 34 % 

ESI-MS* 

Zn4Cd3-MT4 (M) 
Zn5Cd2- = Zn3Cd4-MT4 
Zn2Cd5- = Zn6Cd1-MT4 

Zn1Cd6-MT4 
Zn7- = Cd7-MT4 (m) 

Cd4-αMT4 
Cd3-βMT4 (M) 
Zn1Cd2-βMT4 

Zn2Cd1-βMT4 (m) 

Espectre DC 

 

Cd Cd-MT1 Cd-αMT1 

[proteïna] (M) 0.60x10-4 1.10x10-4 

ICP-AES 6.2 Cd 4.2 Cd 

ESI-MS Cd7-MT1 Cd4-αMT1 

Espectre DC 

 
Taula 2.2.- Resultats de la caracterització dels complexos de MT4 i MT1 senceres i dels seus fragments 

constitutius obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva expressió en medis rics en 
Cd. L’expressió de βMT1 en medis rics en Cd va ser objecte de treballs previs d’aquest 
grup.40 

 

∗ Les espècies estan 
ordenades d’acord amb 
la seva abundància en 
solució. (M) representa 
l’espècie majoritària i (m) 
la minoritària. 
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 En el cas de βMT4, Cd3-βMT4 és l’espècie majoritària en solució; en canvi, el 

complex Cd7-MT4 esperat en la síntesi de la proteïna sencera és minoritari, essent 

Zn4Cd3-MT4 l’espècie majoritària. Aquest fet, juntament amb la baixa afinitat de la 

proteïna sencera envers el Cd en comparació amb la dels seus fragments, denota que 

αMT4 i βMT4 es comporten de manera diferent quan es troben aïllats que quan es 

troben formant part de la proteïna sencera. Per tant, es proposa que els dominis αMT4 

i βMT4 presenten un comportament dependent enfront de l’ió Cd(II). 

 Els estudis realitzats in vitro sobre la capacitat coordinant de MT4 envers Cd(II) 

corroboren aquesta baixa afinitat de MT4 envers aquest metall divalent. Així, en 

valorar les espècies Zn7-MT4, Zn4-αMT4 i Zn3-βMT4 amb Cd(II) s’observa que, tot i 

arribar a obtenir les corresponents espècies homometàl·liques Cd-MT, és necessari un 

excés considerable de Cd(II) per a obtenir-les com a espècies úniques en solució. Les 

dificultats de MT4 i βMT4 per a donar complexos homometàl·lics de Cd també es fan 

patents in vitro, ja que a 15 i 7 equivalents de Cd(II) afegits, respectivament, sobre les 

corresponents espècies Zn-MT encara es detecten en solució petites quantitats de les 

espècies heterometàl·liques Zn1Cd6-MT4 i Zn1Cd2-βMT4. Això ha portat a plantejar un 

possible paper estructural del Zn(II) en MT4 i βMT4. La necessitat de la presència 

d’ions Zn(II) per tal que la proteïna pugui replegar-se en solució ja havia estat descrita 

amb anterioritat per a MT1.30,69 

 Contràriament, MT1 mostra una major afinitat per al Cd(II). Així ho demostra el 

fet que en expressar la proteïna i els seus fragments constitutius en medis rics en Cd, 

s’obtinguin únicament les espècies homometàl·liques esperades, Cd4-αMT1, Cd7-MT1 

(Taula 2.2) i Cd3-βMT1.40 

 Els agregats Cd4-αMT4 (obtinguts tant in vivo com in vitro) i Cd7-MT4 (obtingut 

únicament in vitro) s’estructuren de manera propera a com ho fan els corresponents 

agregats de MT1, mentre que l’estructuració de l’espècie Cd3-βMT4 (obtinguda 

únicament in vitro) en solució és força diferent a la de Cd3-βMT1 (Figura 4.B, article 1). 

 Així doncs, segons les capacitats coordinants de MT4 i dels seus fragments 

constitutius i les característiques estructurals abans esmentades, es proposa que la 

diferència observada entre MT4 i MT1 respecte la coordinació a Cd(II) s’origina en els 

respectius fragments βMT, ja que els fragments αMT4 i αMT1 presenten 

comportaments paral·lels. 
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2.1.3 Propietats coordinants de MT4 envers Cu(I) 

 A diferència del que succeeix en el cas del Cd(II), la similitud de pes atòmic 

entre el Zn (65.38 uma) i el Cu (63.55 uma) i l’amplitud relativa de l’interval de 

confiança obtingut en les mesures de ESI-MS fan que, mitjançant aquesta tècnica, no 

sigui possible determinar la relació Zn:Cu:MT de les espècies obtingudes in vivo i/o in 

vitro en presència de Cu. Així, en tots els casos, les espècies detectades per ESI-MS 

es denoten com a Mn-MT4 on M pot ser únicament Cu(I), únicament Zn(II) o una 

barreja d’ambdós ions metàl·lics. 

 La MT4 s’ha sintetitzat diverses vegades en medis rics en Cu. Aquestes                                

síntesis recombinants han donat lloc a dos tipus de resultats: les anomenades 

produccions de Tipus 1 i les de Tipus 2 (Taula 2.3). La síntesi de Tipus 1 ha donat lloc 

a una barreja d’espècies homometàl·liques Cu-MT on Cu10-MT4 és l’espècie 

majoritària, la qual cosa es correspon amb la relació metall/MT mesurada per 

ICP-AES. Altrament, la síntesi de Tipus 2 dóna lloc a una barreja d’espècies 

heterometàl·liques Zn,Cu-MT, on d’acord amb les dades d’ICP, l’espècie Zn3Cu7-MT4 

és la majoritària (Taula 2.3). Malgrat aquestes diferències, ambdues síntesis es troben 

relacionades ja que es pot passar de les espècies obtingudes en la síntesi de Tipus 2 

a les de la de Tipus 1 afegint únicament 2 equivalents de Cu(I) (Figura S7.A, article 1). 

Cu Cu-MT4 
(Tipus 1) 

Cu-MT4 
(Tipus 2) 

[proteïna] (M) 0.63x10-4 0.17x10-4 

ICP-AES 0.0 Zn 
9.4 Cu 

2.7 Zn 
7.3 Cu 

ESI-MS* 
Cu10-MT4 (M) 

Cu13-MT4 
Cu15-MT4 (m) 

M10-MT4 (M) 
M8-MT4 (m) 

Espectre DC

 

Taula 2.3.- Resultats de la caracterització dels complexos de les dues produccions de MT4 
obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva expressió en medis rics en Cu. 

∗ Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 
 En la producció de Tipus 2 la MT4 mostra una capacitat coordinant comparable 

a la de MT1 (Zn3Cu7-MT1) i una estructuració propera (Figura S7.C, article 1), mentre 

que en la de Tipus 1 la MT4 té un comportament envers Cu(I) que s’allunya bastant del 
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de MT1 (Figura S7.B, article 1). Cal afegir, a més, que és possible reproduir in vitro 

aquests dos comportaments de MT tot valorant Zn7-MT4 amb Cu(I). 

 Contràriament al que fa la proteïna sencera, els dos fragments s’han sintetitzat 

diferents vegades i sempre han donat lloc a una barreja d’espècies homometàl·liques 

Cu-MT, essent Cu5-αMT4 i Cu7-βMT4 les espècies majoritàries (Taula 2.4). Així, βMT4 

presenta una capacitat coordinant envers Cu(I) molt propera a βMT1 (espècie 

majoritària Cu7-βMT1)40 mentre que el comportament de αMT4 (Cu-tioneïna) envers 

Cu(I) és bastant diferent al de αMT1 (Zn-tioneïna),30 la qual s’expressa com una 

barreja d’espècies heterometàl·liques Zn,Cu-αMT1. Per tant, sembla que la diferència 

de comportaments entre MT4 i MT1 envers Cu(I) radica en els seus fragments αMT. 

 

Cu Cu-αMT4 Cu-βMT4 

[proteïna] (M) 0.20x10-5 1.46x10-4 

ICP-AES 0.0 Zn 
3.6 Cu 

0.0 Zn 
5.8 Cu 

ESI-MS* 

Cu5-αMT4 (M) 
Cu4-αMT4 
Cu6-αMT4 

Cu7-αMT4 (m) 

Cu7-βMT4 (M) 
Cu6-βMT4 

Cu4-βMT4 (m) 

Espectre DC 

 

Taula 2.4.- Resultats de la caracterització de αMT4 i βMT4 obtingudes per enginyeria genètica 
mitjançant la seva expressió en medis rics en Cu. 

∗ Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 

 En valorar Zn4-αMT4 i Zn4-αMT1 amb Cu(I) s’observen evolucions molt 

properes mentre hi ha Zn(II) enllaçat a les proteïnes. En canvi, quan el Cu(I) ha 

substituït tot el Zn comencen a fer-se paleses les diferències entre aquestes dues 

proteïnes. Contràriament, βMT4 i βMT1 mostren comportaments in vitro molt propers, 

amb una major afinitat envers el Cu per part de βMT4, de manera que només amb 4 

equivalents de Cu(I) afegits sobre Zn3-βMT4 l’espècie majoritària és ja Cu6-βMT4. Per 

a 6 equivalents de Cu(I) afegits, l’espècie que predomina en l’espectre de DC és 

Cu7-βMT4. 
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 Les diferències detectades en els comportaments in vitro de Zn7-MT4 i Zn7-MT1 

en ser valorades amb Cu(I) radiquen per una part en els diferents espectres de DC de 

partida, però també en les petites contribucions vora 350(+) nm, característiques del 

domini βMT4, i en l’absència de processos cooperatius. Tal i com passava per a 

αMT4, les diferències més importants en les evolucions de les valoracions amb Cu(I) 

de Zn7-MT4 i Zn7-MT1 s’observen quan s’han substituït tots els Zn enllaçats a la 

proteïna. Al llarg de tota la valoració de Zn7-MT4 es detecten unes absorcions 

característiques a ca. 350(+) nm, no observades en el cas de MT1, que s’intensifiquen 

amb la formació de Cu10-MT4, que revelen que MT4 és capaç d’enllaçar el Cu(I) 

mitjançant un entorn de coordinació que MT1 probablement no pot oferir. 

 

 Aquest conjunt de resultats ha portat a classificar MT4 i els seus dominis com a 

Cu-tioneïnes, mentre MT1 s’ha classificat com una Zn-tioneïna amb un domini αMT1 

amb caràcter de Zn-tioneïna i un domini βMT1 amb caràcter de Cu-tioneïna. Així 

doncs, MT1 presenta una major afinitat per als metalls divalents (Zn i Cd) mentre que 

MT4 mostra una clara preferència per a enllaçar metalls monovalents (Cu). Així, la 

millor capacitat coordinant de MT4 respecte a MT1 envers Cu(I) radica en els seus 

fragments α, ja que αMT1 és una Zn-tioneïna i per tant necessita Zn per a replegar-se, 

mentre que αMT4 és una Cu-tioneïna. Contràriament, la resistència de MT4 respecte 

de MT1 a enllaçar Cd(II) s’ha d’atribuir a les dificultats de βMT4, respecte de βMT1, 

per a formar complexos Cd-MT. 

 Estudis in silico, duts a terme mitjançant el programa ClustalW (versió 1.75), 

corroboren aquests resultats, de manera que l’anàlisi comparativa de seqüències de 

diferents organismes mostren que MT4 es trobaria dins del grup de les Cu-tioneïnes 

mentre que MT1 es trobaria més propera al grup de les Zn-tioneïnes. 

 

 Aquesta diferent capacitat coordinant de MT4 respecte MT1 i el fet que MT4 es 

sintetitzi únicament en el teixit estratificat escamós ha portat a concloure que 

probablement MT4 desenvolupa funcions diferents a les que desenvolupa MT1 i que 

aquestes funcions poden estar relacionades amb el rol fisiològic concret del Cu dins 

d’aquest tipus cel·lular. 
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2.2 Influència dels lligands no proteics en l’estructura de les espècies 
metall-MT. 

Habitualment, i tret de casos especials com el de SmtA de cianobacteri, on els 

nitrògens histidínics participen en la coordinació metàl·lica,22 l’habilitat coordinant de 

les MTs envers els ions metàl·lics ha estat exclusivament atribuïda als residus de Cys. 

Tot i així, aquest mateix grup de recerca va postular fa uns anys31 l’existència de 

lligands sulfur (S2-) en els complexos Cd-MtnA de Drosophila melanogaster i ha descrit 

recentment32 la presència de lligands clorur (Cl-) en les espècies Zn- i Cd-MtnB del 

mateix organisme (apartat 1.5.4). Conseqüentment, en la bibliografia es poden trobar 

referències sobre la participació de lligands no proteics en l’estructura i estabilitat dels 

complexos metall-MT. Cal destacar, però, que mentre altres autors també descriuen la 

participació dels ions clorur en les espècies metall-MT,67 els lligands sulfur únicament 

s’han relacionat amb les fitoquelatines i no es troben treballs que considerin la 

participació d’aquests darrers lligands en la coordinació metàl·lica en MTs. 

A l’inici d’aquesta tesi doctoral ja es van detectar indicis de la participació 

d’altres lligands no proteics en la constitució de les espècies metall-MT, de tal manera 

que es va fer necessari estudiar la influència dels ions clorur i sulfur en els complexos 

metàl·lics formats per diferents MTs per tal d’avançar en el seu coneixement. Amb la 

finalitat de detallar els resultats d’aquest estudi, aquest apartat es divideix en dos. En 

el primer (apartat 2.2.1) s’exposen els resultats obtinguts en la caracterització dels 

agregats metall-MT de MT4 i MT1 en presència i en absència d’ions clorur. En el 

segon (apartat 2.2.2) es recullen les dades que evidencien la participació dels ions 

sulfur en la pràctica totalitat dels complexos Zn-MT i Cd-MT dels diversos organismes 

considerats. 

El descobriment de la participació dels lligands clorur i sulfur en els complexos 

metall-MT ens ha obligat a revisar i reconsiderar tots aquells resultats publicats amb 

anterioritat sobre les MTs. Si bé això no és l’objecte d’aquest estudi, en l’apartat 2.2.3 

es recullen totes aquelles consideracions que afecten directament els resultats 

presentats en aquesta memòria o que han de ser tinguts en compte a l’hora d’analitzar 

els resultats que aquí es presenten. 

 
2.2.1 Participació dels ions clorur (Cl -) en els complexos metall-MT 

L’anàlisi dels espectres de diferència d’UV-Vis enregistrats al llarg de les 

valoracions de Zn4-αMT4 i Zn7-MT4 de mamífer amb Cd(II), corresponents a l’estudi 

de la capacitat coordinant in vitro d’aquestes proteïnes envers Cd(II) (apartat 2.1.2) ha 

revelat l’aparició d’unes absorcions al voltant de 240 nm quan a les Zn-MT 
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esmentades se’ls havien afegit 4 i 7 equivalents de Cd(II), respectivament (Figures 

S1.A i S3.A, article 1). Paral·lelament, la revisió de les dades ja publicades de MT1 ha 

portat a detectar aquestes mateixes absorcions en els mateixos punts de les 

valoracions de Zn4-αMT1 i Zn7-MT1. Donat que absorcions anàlogues a aquestes 

s’havien relacionat prèviament amb la participació d’ions clorur en la constitució dels 

complexos Cd-MtnB de D.melanogaster,32 s’ha considerat adient analitzar la possible 

participació dels lligands clorur en les espècies metall-MT de MT1 i MT4 i dels seus 

fragments α. En cap moment s’ha contemplat la realització d’un estudi anàleg per als 

seus fragments β ja que aquests no donen lloc a les esmentades absorcions. 

Aquests estudis s’han dut a terme mitjançant una metodologia similar a 

l’emprada per a MtnB de D.melanogaster. Així, MT1, MT4, αMT1 i αMT4 s’han 

sintetitzat en medis rics en Zn i les espècies Zn-MT obtingudes s’han eluït per 

cromatografia de FPLC en tampó Tris-HCl o Tris-HClO4. Posteriorment, aquestes 

solucions de Zn-MT dels 4 polipèptids s’han valorat amb CdCl2 o Cd(ClO4)2, 

respectivament. Aquestes valoracions s’han seguit per tècniques espectroscòpiques 

(DC i UV-Vis) i les espècies obtingudes in vivo i en alguns punts de les valoracions in 

vitro s’han analitzat per espectrometria de masses (ESI-MS). 

 La comparació de les dades analítiques i espectroscòpiques de les espècies 

Zn4-αMT i Zn7-MT de MT1 i de MT4 obtingudes bé en Tris-HCl bé en Tris-HClO4 ha 

demostrat que la presència d’ions clorur no afecta l’estequiometria, l’estructura ni la 

quiralitat d’aquestes espècies. Addicionalment, s’ha comprovat que les diferències 

estructurals existents entre les espècies Zn-MT1 i Zn-MT4 es mantenen 

independentment dels ions presents en solució. Conseqüentment, s’estableix que el 

major grau de replegament de les espècies Zn4-αMT1 i Zn7-MT1 respecte les espècies 

isoestequiomètriques Zn4-αMT4 i Zn7-MT4 no pot atribuir-se a la contribució dels 

lligands clorur en la formació/estabilització dels complexos Zn-MT. 

 Un cop determinat que la presència/absència d’ions clorur no té cap influència 

en la naturalesa dels complexos Zn-MT de MT1 i MT4, aquests s’han valorat amb 

Cd(II), en presència i en absència d’ions clorur. Segons les dades d’ESI-MS 

enregistrades, la presència de clorurs no afecta la distribució molecular de les diferents 

espècies presents al llarg de les valoracions d’aquests quatre polipèptids. 

Addicionalment, les dades de DC mostren que no hi ha cap diferència significativa en 

les evolucions de les valoracions de Zn-αMT4 ni de Zn-MT4 en presència o absència 

d’ions clorur. Contràriament, els espectres de DC de les valoracions de Zn-αMT1 i 

Zn-MT1 mostren lleugeres diferències en les seves etapes finals en funció de la 

presència/absència de clorurs en solució. En concret, únicament els espectres de DC 
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dels complexos Cd7-MT1 mostren lleugeres diferències si aquests es generen en 

solucions riques en clorurs o en perclorats, mentre que Cd4-αMT1, Cd4-αMT4 i 

Cd7-MT4 presenten espectres de DC pràcticament idèntics sigui quin sigui el contraió 

utilitzat. Així, s’estableix que la participació dels anions clorur provoca petits canvis 

estructurals en les espècies Cd-MT1, molt més rellevants en la proteïna sencera que 

no pas en el seu fragment α. 

 Una altra contribució important d’aquest estudi radica en haver determinat que 

la millor indicació de la participació de lligands clorur en els complexos Cd-MT s’obté 

dels espectres de diferència d’UV-Vis. En aquest i a diferència del que s’ha proposat 

per Cd-MtnB,32 la presència de clorurs provoca un desplaçament global de l’espectre 

cap a longituds d’ona menors, i no precisament un colze a 240 nm també observable 

en el cas de MT4 i αMT4 en absència de clorurs en el medi.  

 
2.2.2 Participació dels ions sulfur (S2-) en els complexos metall-MT 

 El grup de recerca en el qual s’ha desenvolupat aquesta tesi doctoral va iniciar 

els seus estudis de MTs a principis dels anys 90 i des de llavors s’han estudiat i 

caracteritzat diverses MTs de diferents organismes. Inicialment, els esforços es van 

centrar en MTs de mamífer (MT1 i MT4) i artròpodes (crustaci, MTH, i D.melanogaster, 

MtnA-MtnD) però més endavant s’han anat diversificant i en l’actualitat s’està estudiant 

un gran ventall de proteïnes que inclouen MTs d’aus, plantes, nematodes, mol·luscs, 

equinoderms, llevats i fins i tot protozous. 

 Mentre es va treballar amb MTs de Classe I (apartat 1.4) les dades de la 

literatura obtingudes per a MTs natives concordaven amb les obtingudes en el grup 

per a les proteïnes recombinants, però tan aviat com es van iniciar els estudis de MTs 

menys conegudes des del punt de vista bibliogràfic, varen començar a obtenir-se 

resultats inesperats i que en molts casos mostraven incoherències (Taula 1, article 3). 

En primer lloc, molt sovint les estequiometries dels complexos Cd-MT eren massa 

baixes per a les relacions Zn:MT obtingudes per a la mateixa proteïna i el número de 

residus de Cys disponibles per a la coordinació metàl·lica. Aquestes relacions 

metall:MT es calculen a partir dels continguts totals en sofre i metalls determinats per 

ICP-AES, assumint que el sofre total de la mostra prové exclusivament dels residus de 

Cys i Met dels polipèptids. Així, les baixes relacions Cd:MT feien pensar en l’oxidació 

dels grups tiol de les MTs i per tant en la pèrdua de les seves capacitats coordinants. 

Malauradament, la quantificació del grau d’oxidació d’aquests grups tiol mitjançant la 

reacció d‘Ellman72 no sols no corroborava aquesta predicció sinó que en alguns casos 

fins i tot proporcionava graus d’oxidació negatius. Addicionalment, els resultats 
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d’ESI-MS obtinguts en l’anàlisi de la gran majoria de complexos Cd-MT revelaven la 

coexistència de les espècies metall-MT esperades juntament amb espècies la massa 

de les quals no s’ajustava a cap complex Cd-MT possible. El fet que, en aquests 

casos, el Cd fos l’únic metall detectat per ICP-AES feia descartar la participació 

d’altres metalls en aquestes espècies desconegudes. Finalment, els espectres de DC 

d’aquestes mostres presentaven, a més a més de les absorcions característiques dels 

cromòfors Cd(SCys)4 a ca. 250 nm, unes altres absorcions entre 260 i 280 nm de difícil 

assignació (Figura 1, article 3). 

 Totes aquestes observacions suggerien la presència de lligands no proteics 

addicionals en aquests complexos metall-MT i la informació de que disposàvem 

(apartat 2.2.1) indicava que aquest cop no es tractava de lligands clorur. Per altra part, 

les dades espectroscòpiques suggerien que podia tractar-se de lligands sulfur (S2-) ja 

que és conegut que els anions sulfur presents en les Cd-fitoquelatines donen lloc a 

absorcions entre 260 i 300 nm.62,65 Aquesta suposició era en certa manera atractiva ja 

que la possible presència de lligands sulfur en els complexos Zn- i Cd-MT donava 

explicació a tots els resultats anòmals obtinguts amb anterioritat: la desviació de les 

relacions metall:MT, els graus d’oxidació negatius,63 i fins i tot la massa de les 

espècies desconegudes que incloïen múltiples de la massa atòmica del sofre. 

 Mitjançant una anàlisi qualitativa de presència de sulfurs làbils en medi àcid 

(Figura 2.2) es va determinar la seva presència en la majoria de les mostres Zn- i 

Cd-MT estudiades, però en canvi no en les Cu-MT corresponents. 

 

Figura 2.2.- Anàlisi qualitativa de presència de ions S2- làbils en les mostres metall-MT per 
precipitació de sulfur de plata. 

 

 La determinació qualitativa de la presència d’anions sulfur va portar a la 

modificació del mètode d’ICP-AES convencional emprat,73 ja que amb ions sulfur 

presents ja no es podia continuar considerant que el contingut en sofre de la mostra 

era exclusivament degut als residus de Cys i Met de les MTs. Així, a partir d’aquell 

moment per a la quantificació de la concentració de proteïna es va utilitzar l’anàlisi 
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d’aminoàcids i el valor obtingut es va corroborar amb un ICP-AES àcid que, a més a 

més, proporcionava relacions metall:MT molt més acurades (Taula 1, article 3). 

 Per a la determinació quantitativa de la presència d’anions sulfur, Figura 2.3, 

s’ha utilitzat el mètode del Blau de Metilè,74 tal i com està descrit en la bibliografia per a 

les Cd-fitoquelatines.62 Aquest mètode presenta, però, dos inconvenients: a) 

interferències per cadmi,75 i b) la insolubilitat del sulfur de coure el fa inadequat per a 

mesurar sulfur en mostres que contenen aquest metall. Per aquesta rao, també es va 

adaptar un altre mètode ja descrit en la bibliografia (GC-FPD)76 a les característiques 

de les nostres mostres. Ambdós mètodes han donat resultats coincidents i han permès 

mesurar el contingut de S2- de totes les MTs considerades (Taula 1, article 3). 

 

Figura 2.3.- Representació esquemàtica de la quantificació del S2- present en les mostres 
metall-MT segons el mètode del Blau de Metilè o per GC-FPD. 

 
 La confirmació que la participació dels anions sulfur en la coordinació al Cd(II) 

provoca absorcions en la regió 260-300 nm s’ha aconseguit mitjançant un experiment 

d’acidificació-reneutralització d’una mostra de Cd-MtnA de D.melanogaster (Figura S1, 

article 3) per comparació dels espectres d’UV-Vis de la mostra abans i després del 

tractament, Figura 2.4. 

 

Figura 2.4.- Superposició dels espectres d’UV-Vis de l’espècie Cd-MtnA abans (traç negre) i 
després (traç discontinu) del tractament d’acidificació-reneutralització. 
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 El conjunt de resultats obtinguts en aquesta part del treball no sols ha 

demostrat la presència de lligands sulfur en la gran majoria de mostres de MTs 

recombinants que contenen Zn i/o Cd (cap de les Cu-MT considerades ha donat 

evidències de presència de sulfur en els seus complexos), sinó que també ha posat de 

manifest que en una mateixa mostra hi ha un equilibri entre espècies de la mateixa 

estequiometria metall:MT que contenen sulfur i que no en contenen (Figura 2, article 

3). Resta ara continuar treballant en aquesta línia per tal de demostrar si les mostres 

metall:MT natives també contenen lligands sulfur i si és així esbrinar quines 

implicacions té aquest descobriment en l’estructura i funció d’aquestes particulars 

metal·loproteïnes.  

 
2.2.3 Revisió dels resultats publicats sobre MT4 i MT1 

 En l’apartat 2.1 d’aquesta memòria s’han descrit els resultats publicats 

respecte la capacitat coordinant de MT4 de mamífer i la seva comparació amb els 

resultats obtinguts prèviament per a MT1. No obstant això, el recent descobriment 

descrit en l’apartat anterior sobre la presència d’ions sulfur (S2-) en la majoria de les 

espècies recombinants Zn- i Cd-MT analitzades exigeix la reconsideració de les dades 

de MT1 i MT4 publicades amb anterioritat. Així, en aquest apartat, es reconsideren 

aquestes dades tenint en compte la possible participació dels lligands sulfur en la 

coordinació metàl·lica de les MTs.  

 Malauradament, la síntesi i caracterització dels complexos recombinants 

Zn-MT1, Zn-αMT1 i Zn-βMT1 es va dur a terme en el si d’aquest grup de recerca fa ja 

uns 10 anys. Des de llavors, tant les tècniques com la metodologia emprada pel grup 

han anat millorant i ara és difícil accedir i tornar a analitzar els resultats obtinguts en 

aquells moments. Per això, ha estat necessari tornar a sintetitzar i caracteritzar alguns 

d’aquests complexos. En tots els casos s’ha determinat la presència d’ions sulfur com 

a lligands dels agregats de Zn (Taula 1, article 3), però el contingut mitjà de S2-/MT és 

en tots els casos relativament baix (al voltant de 1 S2-/MT), de manera que els seus 

espectres de DC no reflecteixen aquesta contribució. 

 Aquest no és el cas, però, de les expressions d’aquestes mateixes proteïnes 

en medis rics en Cd(II) per a obtenir les corresponents espècies Cd-MT1, Cd-αMT1 i 

Cd-βMT1. En primer lloc cal esmentar que únicament la síntesi de Cd-βMT1 correspon 

a un treball previ d’aquest grup.40 En aquest treball es va observar clarament que la 

síntesi a petita escala (0.5 litres) donava lloc a espècies Cd-MT de naturalesa diferent 

de les que s’obtenien en síntesis a gran escala (30 litres) en base als espectres de DC 

d’ambdós tipus de produccions (Figura 2.5), les quals en ambdós casos donaven 

relacions Cd/MT de 1.4. 
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Figura 2.5.- Comparació dels espectres de DC de les solucions de Cd3-βMT1 obtinguda in vitro 
(traç negre), Cd-βMT1 produïda a petita escala (– – –) i Cd-βMT1 produïda a 
gran escala (– · – · –). Figura extreta de la referència bibliogràfica número 40. 

 

 Amb el coneixement de la possible presència de sulfurs en els agregats 

metall-MT, ara podem fer una anàlisi alternativa d’aquests resultats. Donat que 

l’espècie Zn3-βMT1 conté sulfurs en els seus agregats metàl·lics, en valorar-la amb 

Cd(II) aquests persisteixen donant lloc a espècies Cd3-βMT1 que també contenen 

sulfurs, però pocs, i que per tant donen lloc a espectres de DC del tipus A (Figura 1, 

article 3). Aquest mateix tipus d’espècies, i per tant d’espectres de DC, s’obtenen en 

les produccions a petita escala, mentre que les fetes a gran escala provoquen una 

major participació dels sulfurs en la constitució dels agregats metàl·lics dels complexos 

Cd-βMT1. Això afavoreix que siguin força més importants les absorcions entre 280 i 

300 nm i que les de 250 nm, característiques dels cromòfors Cd(SCys)4, esdevinguin 

cada cop proporcionalment menys intenses. En aquest cas el que s’observa és un 

espectre de DC del tipus C (Figura 1, article 3), en el qual s’evidencia clarament un 

canvi en la quiralitat dels cromòfors Cd(SCys)4, generant un exciton coupling de signe 

contrari al de les produccions a petita escala. 

 La síntesi i caracterització de Cd4-αMT1 i de Cd7-MT1 s’ha descrit en l’apartat 

2.1.2 d’aquest treball (Taula 2.2) i només resta per afegir que, d’acord amb les 

mesures de GC-FPD (Taula 1, article 3), ambdós complexos contenen uns 3 S2- per 

MT, si bé això no modifica substancialment els seus espectres de DC, que també són 

del tipus A. 

 

 Pel que fa als complexos Zn- i Cd-MT4, ja caracteritzats en l’apartat 2.1 

d’aquesta memòria, cal afegir que les mesures d’ICP àcid dels complexos de Zn han 

permès millorar les relacions Zn/MT publicades, ara més properes a les 

estequiometries detectades per ESI-MS. Així mateix, la GC-FPD ha confirmat la 

presència d’entre 1 i 3 S2- per proteïna, els quals no són observables per DC. 
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Respecte els complexos de Cd, les mesures d’ICP àcid també han permès millorar les 

relacions M/MT publicades per als tres polipèptids MT4, αMT4 i βMT4. En tots tres 

casos s’ha detectat presència d’ions S2-, tot i que tant per a MT4 com per a αMT4 

aquests no afecten significativament els espectres de DC de les corresponents 

Cd-proteïnes, obtenint-se en ambdós casos espectres del tipus A. Pel que fa a βMT4, 

la consideració de la presència de sulfurs en els seus complexos de Cd permet 

explicar els resultats publicats, ja que per ICP només es va detectar Cd enllaçat a la 

proteïna (2.0 Cd, 0.0 Zn, Taula 1, article 1) tot i que s’havia proposat que la mescla 

obtinguda en la bioproducció contenia les espècies Cd3-βMT4, Cd2Zn1-βMT4 i 

Cd1Zn2-βMT4 (Taula 1, article 1). Així, les mesures de GC-FPD, que indiquen uns 4.6 

S2-/MT, suggereixen que realment la mescla correspon a una barreja Cd3-βMT4, 

Cd2S2-βMT4 i Cd1S4-βMT4. Aquesta important presència de lligands sulfur en 

Cd-βMT4 també explica el seu espectre de DC “atípic” que presenta una gaussiana a 

250(-) nm (Taula 2.2) i que de fet no correspon a cap dels espectres de DC proposats 

en l’article 3 d’aquesta memòria. 
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2.3 Capacitat coordinant de la MT de pollastre, ckMT1 

 Una part del treball que aquí es presenta s’ha dedicat a l’estudi de ckMT1, 

l’única MT coneguda de pollastre, que és l’organisme model en el grup de les aus. Tal 

com s’ha comentat en la introducció (apartat 1.5.2), la proximitat evolutiva de les MTs 

d’aus i mamífers fan suposar que ambdues provenen d’un ancestre comú. Tenint en 

compte el coneixement que actualment té el nostre grup de recerca sobre les 

propietats coordinants de les isoformes MT1 i MT4 de mamífer, serà de gran interès 

estudiar el comportament coordinant de ckMT1 i comparar-lo amb el de les primeres. 

D’aquesta manera es pretenen determinar les similituds i diferències de coordinació 

metàl·lica entre aquestes proteïnes. Això ha de contribuir a ampliar el coneixement de 

les característiques funcionals que aparentment van determinar els diferents camins 

evolutius seguits per les MTs d’aus i mamífers en la branca superior de l’evolució dels 

vertebrats. Per tal de fer possible la comparació entre ckMT1, MT1 i MT4, l’anàlisi del 

comportament de ckMT1 enfront de Zn(II), Cd(II) i Cu(I) s’ha dut a terme mitjançant 

metodologies anàlogues a les descrites per a MT4 (apartat 2.1) però incorporant les 

tècniques necessàries per tal d’estudiar la presència de lligands sulfur en els seus 

agregats.  

 Si bé l’anàlisi del genoma de pollastre no ha estat objecte d’aquest treball, cal 

destacar que membres d’aquest grup de recerca han identificat un segon gen en 

pollastre que codifica per MT, ckMT2, trencant així un dels principis bàsics acceptats 

fins al moment que establia que en pollastre només existia una única MT (apartat 

1.5.2). 

 

2.3.1 Propietats coordinants de ckMT1 envers Zn(II) i Cd(II) 

 Les espècies majoritàries obtingudes en la biosíntesi de la proteïna sencera, 

ckMT1, i dels seus fragments, αckMT1 i βckMT1, en medis rics en Zn(II) o Cd(II) 

presenten l’estequiometria dels agregats canònics esperats, i.e. M7-ckMT1, 

M4-αckMT1 i M3-βckMT1 (M = Zn o Cd) (Taules 2.5 i 2.6), evidenciant un 

comportament de ckMT1 més proper al de MT19,40,41 que al de MT4 (seccions 2.1.1 i 

2.1.2). Tot i això, l’ESI-MS mostra com les espècies M7-ckMT1, M3-βckMT1 i 

Cd4-αckMT1 (M = Zn o Cd) coexisteixen amb espècies minoritàries que contenen ions 

sulfur (Taules 2.5 i 2.6). La biosíntesi de Zn4-αckMT1 és l’única que ha donat lloc a 

una única espècie en solució. 

 Pel que fa a la informació estructural que s’obté a partir dels espectres de DC, 

cal dir que tant M7-ckMT1 com M4-αckMT1 presenten l’empremta característica dels 

agregats Zn-MT i Cd-MT descrits fins ara (Figures 2.6.A i 2.6.B, i Figura 3.B, article 4). 
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D’altra banda, s’observa que les espècies Zn-ckMT1 presenten un grau d’estructuració 

més proper al de les de MT1 que al de les de MT4 (Figures 2.6.A i 2.6.B). 

Figura 2.6.- Comparació dels espectres de DC de les solucions recombinants de: (A) 
Zn4-αckMT1 (traç negre), Zn4-αMT4 (traç gris) i Zn4-αMT1 (traç discontinu); (B) 
Zn-ckMT1 (traç negre), Zn7-MT4 (traç gris) i Zn7-MT1(traç discontinu) i (C) 
Zn-βckMT1 (traç negre), Zn3-βMT4 (traç gris) i Zn3-βMT1 (traç discontinu). 

 

Zn Zn-ckMT1 Zn-αckMT1 Zn-βckMT1 

[prot.] 
(M) 1.51x10-4 1.09x10-4 4.04x10-4 ICP-

AES 
M/MT 6.2 Zn 3.9 Zn 2.4 Zn 
[prot.] 
(M) 1.09x10-4 1.04x10-4 2.23x10-4 ICP-

AES 
àcid M/MT 7.0 Zn 4.0 Zn 3.3 Zn 

S2-/MT 2.56 1.15 3.10 

ESI-MS* Zn7-ckMT1 (M) 
Zn7S1-ckMT1 (m) Zn4-αckMT1 

Zn3-βckMT1 (M) 
Zn3S3-βckMT1 (m) 

Espectre DC 

 

Taula 2.5.- Resultats de la caracterització dels complexos de ckMT1 sencera i dels seus 
fragments constitutius obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva 
expressió en medis rics en Zn. 

∗ Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 Contràriament, les espècies M3-βckMT1 (M = Zn o Cd) presenten espectres de 

DC que difereixen força dels de M3-βMT de mamífer (Figura 2.6.C, i Figura 3.D, article 

4). Amb la intenció de determinar quins cromòfors provoquen aquestes inesperades 

empremtes de DC, s’han dut a terme un seguit d’experiments. Així, s’han realitzat en 

paral·lel dues síntesis recombinants de Zn-βckMT1, una s’ha eluït en presència d’ions 

clorur (Tris-HCl com a tampó) i l’altra en absència d’aquests ions (Tris-HClO4 com a 

tampó), d’acord amb la metodologia descrita en l’apartat 2.2.1 (article 2). Aquestes 

solucions de proteïna s’han valorat respectivament amb CdCl2 o bé Cd(ClO4)2 i les 

  
BA C 
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espècies MII-βckMT1 generades al llarg de les valoracions s’han caracteritzat 

mitjançant les tècniques espectroscòpiques i espectromètriques habituals. L’anàlisi 

dels resultats obtinguts permet afirmar que les solucions que contenen Zn3-βckMT1 o 

Cd3-βckMT1 mostren, en presència i absència de clorurs, els mateixos espectres de 

DC i que, per tant, els inesperats espectres de DC obtinguts en la biosíntesi 

d’aquestes espècies no poden ser atribuïts a cromòfors en què hi intervinguin els 

lligands clorur. 

 

Cd Cd-ckMT1 Cd-αckMT1 Cd-βckMT1 

[prot.] 
(M) 2.29x10-4 0.89x10-4 1.75x10-4 ICP-

AES 
M/MT 3.7 Cd 3.4 Cd 1.6 Cd 
[prot.] 
(M) 0.63x10-4 0.62x10-4 0. 57x10-4 ICP-

AES 
àcid M/MT 8.8 Cd 4.4 Cd 4.3 Cd 

S2-/MT 4.70 2.90 5.60 

ESI-MS* 
Cd7-ckMT1 (M) 
Cd6S2-ckMT1 

Cd5S4-ckMT1 (m) 

Cd4-αckMT1 (M) 
Cd3S2-αckMT1 (m) 

Cd3-βckMT1 (M) 
Cd2S2-βckMT1 (m) 

Espectre DC 

 
Taula 2.6.- Resultats de la caracterització dels complexos de ckMT1 sencera i dels seus 

fragments constitutius obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva 
expressió en medis rics en Cd. 

∗ Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 Un cop descartats els ions clorur com a responsables dels espectres de DC de 

les espècies M-βckMT1, i tenint en compte els resultats d’ESI-MS, ICP-AES i GC-FPD 

que revelen la presència d’ions sulfur tant per M = Zn com per M = Cd, s’ha procedit a 

l’acidificació d’ambdues solucions des de pH 7.2 fins a pH 1.5 amb HCl 0.05 M, tot 

esperant provocar l’alliberament dels sulfurs en forma de H2S gas. La Figura 2.7 

mostra els espectres de DC i d’UV-Vis enregistrats al llarg de l’acidificació d’una 

mostra de Zn-βckMT1. Un cop desmetal·lada la proteïna (Figura 2.7.A), el pH de la 

solució s’ha portat de nou a pH 7.6 per addició de NaOH 0.05M (Figura 2.7.B). Així, 

s’observa que l’acidificació provoca una disminució generalitzada de l’absorció, d’acord 

amb la pèrdua de metalls per part de la proteïna, mentre que amb la reneutralització la 

forma apo-MT torna a enllaçar els ions metàl·lics, recuperant les absorcions inicials 
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(Figura 2.7.C). Així, es pot concloure que tampoc els ions sulfur semblen presentar 

contribucions espectroscòpiques fàcilment observables per DC en el cas de les 

espècies Zn-βckMT1 i Cd-βckMT1. Conseqüentment, les absorcions dels espectres de 

DC obtinguts per a les mostres de Zn-βckMT1 i Cd-βckMT1 s’atribueixen 

exclusivament als respectius cromòfors Zn(SCys)4 (ca. 240 nm) i Cd(SCys)4 (ca. 250 nm) 

amb contribucions a baixes longituds d’ona (ca. 225 nm) de la conformació de la 

proteïna.77 

 

 
Figura 2.7.- A una solució 25x10-6 M de Zn3-βckMT1: (A) s’afegeix HCl 0.05M i s’enregistren els 

canvis produïts per la baixada de pH en els espectres de DC i UV-Vis i (B) 
seguidament s’afegeix NaOH 0.05M fins a pH 7.6. (C) Comparació dels espectres 
de DC i UV-Vis de la solució inicial (traç negre) i la solució després de ser 
acidificada i reneutralitzada (traç gris). 

 
 Tot i els particulars espectres de DC de les espècies M-βckMT1 (M= Zn o Cd), 

l’anàlisi comparativa dels resultats obtinguts en la caracterització espectroscòpica de 

les espècies M4-αckMT1, M-βckMT1 i M-ckMT1 biosintetitzades permet deduir que en 

medis rics en Zn(II) i Cd(II) els fragments de ckMT1 aïllats s’estructuren de manera 

anàloga a com ho fan quan formen part de la MT sencera. Per tant, es proposa que 

ambdós dominis es comporten de manera independent ja que la suma dels seus 

espectres de DC pràcticament reprodueix el de la proteïna sencera en presència de 

metalls divalents (Figura 3.A i 3.B, article 4). 

 Els experiments realitzats in vitro han permès reproduir l’espectre de DC de la 

mostra Cd-βckMT1 obtinguda in vivo. Així, els resultats obtinguts en afegir 3 

equivalents de Cd(II) a una solució de Zn3-βckMT1 a pH 7 evidencien, tant per ESI-MS 

com per DC, que la mostra així aconseguida presenta unes característiques molt 

properes a les de la Cd-βckMT1 biosintetitzada. Tot i així, no és fins a 7 eq de Cd(II) 

afegits que s’obté l’espectre representatiu de l’espècie Cd3-βckMT1 (amb una petita 

A B C

pH 7.6 

pH 1.5 

pH 7.2 

pH 7.6 

pH 1.5 pH 1.5

pH 1.5 

pH 7.2 
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contribució del complex Cd3S2-βckMT1), el qual és més proper al de Cd3-βMT1 que al 

de Cd3-βMT4 (Figura 4.D, article 4). 

 Les valoracions amb Cd(II) de les espècies Zn4-αckMT1 i Zn7-ckMT1 

biosintetitzades han donat lloc a resultats molt interessants. Fins a 4 i 7 equivalents de 

Cd(II) afegits, respectivament, les evolucions espectroscòpiques han estat 

comparables a les dels corresponents pèptids de MT19,41 i MT4 (apartat 2.1.2 i article 

1). Però és a partir d’aquests punts de les valoracions que en afegir més equivalents 

de Cd(II) comença a fer-se visible una absorció positiva a 250 nm en els espectres de 

DC. En un estudi anterior d’aquest mateix grup fet amb mutants de MT1 que 

intercanviaven un residu de Cys per His47 ja s’havia observat una absorció anàloga, la 

qual es va relacionar amb la participació de la His en l’enllaç metàl·lic. En base a 

aquests resultats i per corroborar aquesta participació en el cas de l’enllaç de ckMT1 a 

Cd(II), s’ha procedit a acidificar amb HCl 0.011 M les solucions finals de les 

valoracions de Zn4-αckMT1 i Zn7-ckMT1 amb Cd(II) des de pH 7 fins a pH 4. Els 

espectres de DC enregistrats al llarg d’aquests experiments mostren com a mesura 

que el pH disminueix desapareixen les absorcions a 250 nm, mentre que la resta de 

senyals del DC es mantenen constants. Aquests resultats indiquen que les diferències 

entre els espectres de DC a pH 7 i 4 es deuen, molt probablement, a la coordinació del 

nitrogen imidazólic de la His al Cd(II) donat que es protona a un pH entre 4-5, mentre 

que per sota d’aquest pH comenca a protonar-se el grup tiolat de la Cys. 

En els espectres de DC, s’ha observat juntament amb l’aparició de l’absorció 

vora 250 nm, una baixada gradual en la intensitat de totes les bandes, més evident en 

el cas d’αckMT1. En la bibliografia aquesta variació en els espectres de DC s’ha 

relacionat amb processos de dimerització.78 Així mateix, un estudi exhaustiu dels 

resultats d’ESI-MS mostra la presència del dímer Cd8-2αckMT1 el qual es detecta des 

de pràcticament els primers punts de la valoració de Zn4-αckMT1 i l’abundància del 

qual augmenta amb el nombre d’equivalents de Cd(II) afegits. Tot i que en la valoració 

de ckMT1 l’evolució espectroscòpica (DC i UV-Vis) és comparable a la de αckMT1, la 

tècnica d’ESI-MS no ha permès proposar la formació de dímers en el cas de la 

proteïna sencera. En la bibliografia es descriuen dos tipus de dímers en MT, els que es 

formen per oxidació dels grups -SH, generant així ponts disulfur entre dos 

monòmers,79 i els que es formen via metall.80 Amb les condicions de treball aquí 

utilitzades (baixes concentracions de proteïna i atmosfera d’argó) no sembla probable 

la formació d’un dímer per oxidació. D’altra banda, el fet que els espectres de 

diferència d’UV-Vis d’ambdues valoracions no mostrin la formació de nous cromòfors a 

partir de 4 i de 7 eq de Cd(II) respectivament afegits a Zn4-αckMT1 i Zn7-ckMT1 i que 
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per ESI-MS es detecti la coexistència de Cd4- i Cd8-2αckMT1, porta a suposar que la 

formació de dímers tampoc no té lloc via la interacció de dos monòmers que s’enllacen 

mitjançant un metall que fa de pont. En conseqüència, es proposa un tercer procés de 

dimerització en MTs en què intervindrien els dos nitrògens dels residus d’His (article 

4). 

 El conjunt de resultats recollits i discutits en aquest apartat han permès 

concloure que ckMT1 presenta un comportament coordinant enfront dels metalls 

divalents més proper al de MT1 que al de MT4, i que probablement l’afinitat d’aquesta 

proteïna per aquests ions metàl·lics es troba entremig de la de MT1 i MT4. 

 
2.3.2 Propietats coordinants de ckMT1 envers Cu(I) 

 En medis rics en Cu el fragment βckMT1 s’expressa com a barreja d’espècies 

homometàl·liques Cu-βckMT1 amb una composició similar però diferent abundància a 

les presentades per βMT1 i βMT4. Així, es detecta Cu6-βckMT1 com a espècie 

majoritària enfront de Cu7-βMT1 i Cu7-βMT4 (Taula 2.7). D’acord amb les dades de DC 

les estructures de les tres proteïnes en solució són comparables, tot i que només 

βckMT1 i βMT4 presenten absorcions en el rang 340-380 nm (Figura 6.C, article 4), la 

qual cosa suggereix que aquests pèptids són capaços de proporcionar un tipus de 

coordinació per al Cu(I) que βMT1 no pot oferir. Així doncs, segons aquests resultats, 

βckMT1 es comporta com una Cu-tioneïna de manera equivalent a com ho fan βMT1 i 

βMT4. 

Cu Cu-ckMT1 Cu-αckMT1 Cu-βckMT1 

[prot.] 
(M) 0.39x10-4 0.26x10-4 1.66x10-4 

ICP-
AES 

M/MT 2.5 Zn 
7.4 Cu 

0.5 Zn 
5.7 Cu 

0.0 Zn 
6.0 Cu 

ESI-MS* 
M10-ckMT1 (M) 

M12-ckMT1 
M11-ckMT1 (m) 

M6-αckMT1 (M) 
M7-αckMT1 

M5-αckMT1 (m) 

Cu6-βckMT1 (M) 
Cu7-βckMT1 

Cu5-βckMT1 (m) 

Espectre DC 

Taula 2.7.- Resultats de la caracterització de ckMT1 sencera i dels seus fragments constitutius 
obtinguts per enginyeria genètica mitjançant la seva expressió en medis rics en Cu. 

∗ Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 
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 Contràriament, ckMT1 i αckMT1 es consideren Zn-tioneïnes ja que en medis 

rics en Cu donen lloc a barreges d’espècies heterometàl·liques Zn,Cu-MT (Taula 2.7), 

anàlogament a com ho feien MT1 i el seu fragment αMT1. Per a la proteïna sencera, 

les similituds amb MT1 són força significatives ja que M10-ckMT1 és l’espècie 

majoritària (on M = Zn i/o Cu), amb una estequiometria Zn3Cu7-ckMT1 (segons dades 

d’ICP-AES) i un espectre de DC comparable als proposats per a MT1 i MT4 (Tipus 2) 

(Figura 6.A, article 4), tot i que les absorcions entre 340-380 nm característiques dels 

fragments βckMT1 i βMT4 en aquests cas només es detecten en l’espectre de 

Zn3Cu7-MT4. Per altra banda, αckMT1 presenta com a espècie majoritària M6-αckMT1, 

que contrasta amb la biosintetitzada M5-αMT1 i, si comparem els resultats obtinguts 

per ICP-AES (0.5 Zn i 5.7 Cu per αckMT1 enfront de 0.5 Zn i 4.5 Cu per αMT1), 

sembla evident que la diferència en la relació M/MT entre aquests dos polipèptids és 

deguda a un Cu(I) addicional en αckMT1. La comparació dels espectres de DC revela 

que tot i la seva diferent naturalesa, Zn-tioneïna vs. Cu-tioneïna, αckMT1 es replega 

en solució de manera més propera a αMT4 que a αMT1 (Figura 6.B, article 4), la qual 

cosa fa pensar que la presència de Zn(II) en αckMT1 no té rellevància estructural. 

 Per aprofundir més en el coneixement de les propietats coordinants de ckMT1 

envers Cu(I) s’han dut a terme experiments de substitució Zn/Cu per als tres 

polipèptids. Tal i com es descriu en el cas de les espècies Cu-βckMT1, Cu-βMT1 i 

Cu-βMT4 biosintetitzades, les tres Zn-proteïnes mostren in vitro comportaments molt 

propers envers Cu(I). Així, tot i les diferències estructurals de les espècies de partida 

(Zn3-βckMT1, Zn3-βMT1 i Zn3-βMT4), els tres pèptids donen lloc a reaccions de 

substitució Zn/Cu anàlogues, amb l’excepció del número d’equivalents de Cu(I) 

necessaris per assolir determinades etapes de les valoracions. Utilitzant la 

metodologia definida per aquest grup d’investigació per a identificar empremtes de DC 

de les espècies metall-MT formades al llarg de les valoracions81 (article 1, apartat 

2.1.3), s’ha observat que amb 5 eq de Cu(I) afegits a Zn3-βckMT1 ja s’obté l’espectre 

del complex Cu7-βckMT1, mentre que per a formar els agregats Cu7-βMT140 i Cu7-

βMT4 (article 1 i apartat 2.1.3), d’estructures comparables a Cu7-βckMT1, cal afegir 7 i 

6 eq de Cu(I), respectivament. El conjunt d’aquestes dades suggereix que βckMT1 

presenta in vitro una major afinitat per al Cu(I) que βMT1 i βMT4. 

 Pel que fa al fragment αckMT1, la reacció de substitució Zn/Cu en Zn4-αckMT1 

és més similar a la de Zn4-αMT1 que no pas a la de Zn4-αMT4, tot i que les tres 

valoracions presenten evolucions molt paral·leles fins 5 eq de Cu(I) afegits. L’addició 

del 6è equivalent de Cu(I) a Zn4-αMT4 provoca un canvi en la quiralitat de la proteïna 
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el qual s’observa també en els casos de αckMT1 i αMT1 però després de l’addició de 

7 i 8 eq de Cu(I), respectivament. Aquests resultats permeten proposar que la 

capacitat coordinant de αckMT1 envers el Cu(I) es troba entre les de αMT1 i αMT4. 

 Les tres proteïnes senceres, Zn-ckMT1, Zn-MT1 i Zn-MT4, evolucionen de 

manera similar fins a 7 eq de Cu(I) afegits, punt on es detecta la formació d’espècies 

anàlogues d’estequiometria Zn3Cu7-MT, equivalents a les obtingudes en la síntesi 

recombinant de les tres proteïnes en medis rics en Cu. Les diferències observades en 

aquest primer estadi de les valoracions s’han d’atribuir a les diferències en els 

espectres de DC de partida i en el cas de MT4 a una contribució en la zona de 350 nm 

relacionada amb la coordinació de Cu(I) per part del domini βMT4 (article 1 i apartat 

2.1.3). Aquesta absorció present en MT4, que s’intensifica amb la formació de Cu10-

MT4, no apareix mai en el cas de la valoració de MT1, mentre que en el cas Zn-ckMT1 

es detecta en afegir 12 eq de Cu(I), la qual cosa denota que aquesta última proteïna 

presenta la capacitat, tal i com ho feia MT4 (article 1 i apartat 2.1.3), d’enllaçar Cu(I) 

mitjançant un entorn de coordinació especial quan s’han afegit quantitats importants de 

Cu(I). 

 Contràriament a la independència de comportament de αckMT1 i βckMT1 

envers Zn(II) i Cd(II), els dos dominis de ckMT1 interaccionen in vivo amb Cu(I) de 

manera diferent quan es troben lliures o quan formen part de la proteïna sencera, és a 

dir, mostren un comportament dependent. Aquest fet s’evidencia clarament per les 

estequiometries de les espècies biosintetitzades en medis rics en Cu. Així, per a la 

proteïna sencera s’obté com a complex majoritari M10-ckMT1, en contraposició a 

l’espècie M6,Cu6-ckMT1 que caldria esperar tenint en compte les estequiometries dels 

agregats majoritaris obtinguts en les biosíntesis dels fragments, M6-αckMT1 i Cu6-

βckMT1. Aquests resultats denoten, tal i com es va observar en el cas de MT1 i de 

MT4, una major capacitat coordinant in vivo envers Cu(I) dels fragments per separat 

que de la proteïna sencera. L’elevat nombre d’espècies que coexisteixen en les 

diferents etapes de les valoracions in vitro dificulta la determinació del comportament 

dependent/independent dels dominis de ckMT1 in vitro. 

 El conjunt de resultats recollits en aquest apartat porta a concloure que, 

anàlogament a com s’ha proposat en el cas dels metalls divalents, les habilitats 

coordinants dels pèptids de ckMT1 enfront del Cu(I) es situarien entre les de MT1 i les 

de MT4, de manera que l’esquema d’afinitat d’aquestes proteïnes envers el Cu(I) seria: 

MT4 > ckMT1 > MT1. 
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2.4 Capacitat coordinant d’una MT de llevat, Crs5 

 Tal i com s’ha comentat en l’apartat 1.5.3, s’han descrit dues MTs en el llevat 

S.cerevisiae, Cup1 i Crs5, molt diferents entre si. La primera, àmpliament estudiada, 

ha estat relacionada amb la destoxificació i homeòstasi del Cu no només perquè 

l’expressió del seu gen és induïda per la presència de Cu, sinó també perquè en 

purificar-la s’obté com una espècie homometàl·lica de Cu. Per altra banda, Crs5, amb 

una estructura primària que la fa més propera a les MTs de mamífer que a Cup1, 

també es veu regulada positivament per la presència de Cu en el medi però a uns 

nivells molt més baixos que Cup1. Tot i això, s’ha proposat que aquesta MT podria 

tenir un paper en la destoxificació i homeòstasi del Zn.60 Amb la intenció d’aprofundir 

en l’estudi de Crs5 i de les seves possibles funcions, i establir el seu caràcter de Zn- o 

Cu-tioneïna, s’ha estudiat el comportament coordinant d’aquesta MT de llevat. En 

aquest apartat es recullen els resultats i la discussió de l’estudi de caracterització 

d’aquesta MT obtinguts mitjançant la metodologia habitual emprada per aquest grup 

de recerca. 

 Cal esmentar que, en el procés de clonació del gen de Crs5 (equip del 

Departament de Genètica), s’han obtingut dues metal·lotioneïnes lleugerament 

diferents, Crs5 i Crs5*, que difereixen únicament en un aminoàcid (una Lys de Crs5 

que és un Glu a Crs5*). La seva caracterització s’ha dut a terme en paral·lel i ha 

revelat que la mutació no té pràcticament cap influència en les propietats de 

coordinació metàl·lica de Crs5 (en la Taula 2.8 es mostren els resultats de la 

caracterització de Zn-Crs5 i Zn-Crs5*). Per tant, a continuació es comenten únicament 

els resultats obtinguts per a Crs5. 

 

2.4.1 Propietats coordinants de Crs5 envers Zn(II) i Cd(II) 

 Crs5 s’expressa en medis rics en Zn(II) com una barreja d’espècies 

homometàl·liques amb Zn6- i Zn7-Crs5 com a espècies majoritàries (Taula 2.8). 

L’espectre de DC de Zn-Crs5 presenta una absorció en forma de gaussiana a ca. 240 

nm, representativa dels cromòfors Zn(SCys)4. Cal destacar que la intensitat dels 

espectres de DC d’aquesta mostra hi denoten un alt grau de quiralitat en comparació 

amb el d’altres Zn-MTs. 

 Anàlogament a les altres MTs estudiades en aquest treball, els complexos 

Zn-Crs5 contenen lligands sulfur en els seus agregats, si bé en aquest cas el nombre 

de S2- per molècula de MT és relativament baix (0.4 - 0.7 S2-/MT), cosa que fa que 

pràcticament no hi hagi discrepàncies entre les mesures d’ICP-AES convencional i 

àcid i en les relacions Zn/proteïna calculades a partir d’aquestes. 



-Resultats i Discussió- 

 - 44 -

Zn Zn-Crs5 Zn-Crs5* 

[prot.] 
(M) 1.72x10-4 4.30x10-4 ICP-

AES M/MT 5.8 Zn 5.6 Zn 
[prot.] 
(M) 1.67x10-4 4.09x10-4 ICP-

AES 
àcid M/MT 5.7 Zn 5.7 Zn 
Blau de Metilè 0.35 S/prot. 0.58 S/prot. 

GC-FPD 0.44 S/prot. 0.77 S/prot: 

ESI-MS* 
Zn7- ≈ Zn6-Crs5 (M) 

Zn5-Crs5 
Zn7S2- ≈ Zn4-Crs5 (m) 

Zn6-Crs5 (M) 
Zn7-Crs5 
Zn5-Crs5 

Zn4- = Zn3-Crs5 (m) 

Espectre DC 

 
Taula 2.8.- Resultats de la caracterització dels complexos de Crs5 i Crs5* obtinguts per 

enginyeria genètica mitjançant la seva expressió en medis rics en Zn. 
* Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 

majoritària i (m) la minoritària. 
 

 L’expressió de Crs5 en medis rics en Cd(II) ha donat lloc a preparacions de 

més difícil caracterització ja que la FPLC dels últims estadis del procés de purificació 

de les mostres dóna lloc a dos pics, els quals s’han separat i analitzat 

independentment. Ambdues mostres contenen complexos Cd-Crs5 de composició i, 

per tant, també de característiques diferents. Tanmateix, els seus espectres de DC i 

les seves dades analítiques presenten algunes característiques comunes (Taula 2.9), 

que són: 

- absorció de DC al voltant de 250 nm, atribuïble als cromòfors Cd(SCys)4 

- absorció de DC entre 280 i 300 nm, atribuïble a la presència de lligands sulfur 

en els complexos Cd-Crs5 

La intensitat relativa de les absorcions de DC a 250 i 280-300 nm està d’acord amb 

el contingut en lligands sulfur de cadascuna de les mostres (Figura 4 A, article 5) 

detectat per ESI-MS i CG-FPD. D’aquesta forma, el primer pic que es separa per 

FPLC (Pic 1) conté complexos Cd-Crs5 amb un major contingut en S2- que aquells 

presents en el Pic 2, cosa que està d’acord amb les respectives característiques 

espectroscòpiques i analítiques. Cal destacar també que si es recullen els dos pics 
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conjuntament (Pic 1+2) es pot veure que els complexos amb elevat contingut en sulfur 

no són majoritaris en la bioproducció de Cd-Crs5. 

 

Taula 2.9.- Resultats de la caracterització dels complexos de Crs5 obtinguts per enginyeria 
genètica mitjançant la seva expressió en medis rics en Cd. 

* Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 

 La valoració de la forma Zn-Crs5 amb Cd(II) (Figures 5 i S1, article 5) ha revelat 

que, d’acord amb el baix contingut en lligands sulfur de Zn-Crs5, la substitució del 

Zn(II) pel Cd(II) permet generar in vitro mescles d’espècies Cd-Crs5 anàlogues a les 

obtingudes in vivo i eluïdes per FPLC en l’anomenat Pic 2 (Figura 4C, article 5). En 

canvi, en cap moment de les valoracions es detecten absorcions anàlogues a les 

enregistrades per a les mostres Cd-Crs5 del Pic 1. 

 Cal destacar que, a diferència del cas descrit per a ckMT1 (apartat 2.3.1), en 

Crs5 (que conté 2 residus d’His) no s’ha observat cap evidència de la participació dels 

residus d’His en la coordinació a Zn(II) o a Cd(II). 

 

2.4.2 Propietats coordinants de Crs5 envers Cu(I) 

 Tal com és habitual, Crs5 s’ha expressat múltiples vegades en medis rics en 

Cu i s’han fet cultius tant a petita com a gran escala. Així, en les produccions a petita 

escala s’utilitzen erlenmeyers de 2 litres amb 1.5 litres de cultiu que s’agiten a 250 

Cd-Crs5 
1ª síntesi 

Cd-Crs5 
2ª síntesi Cd 

Pic 1+2 Pic 1 Pic 2 
[prot.] 
(M) 2.25x10-4 0.47x10-4 1.04x10-4 ICP-AES 

M/MT 0.1 Zn, 3.2 Cd 0.0 Zn, 1.8 Cd 0.0 Zn, 3.1 Cd 
[prot.] 
(M) ---- 0.1x10-4 0.38x10-4 ICP-AES 

àcid M/MT ---- 9.0 Cd 0.1 Zn, 7.4 Cd 
GC-FPD 2.03 ---- 1.81 

ESI-MS* 

Cd7-Crs5 (M) 
Cd6S2-Crs5 

Cd6- = Cd7S2-Crs5 
Cd8- = Cd5S2-Crs5 (m) 

Cd7S2-Crs5 (M) 
Cd8-Crs5 (m) 

Cd7-Crs5 (M) 
Cd7S2-Crs5 
Cd8-Crs5 

Cd6S2-Crs5 
Cd5S4-Crs5 (m) 

Espectre DC 
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rpm, mentre que els cultius a gran escala es fan en fermentadors de 10 litres amb 

agitació important i oxigenació constant (més d’un 70-80% de saturació). A diferència 

del que s’havia observat fins ara, la caracterització de les preparacions fetes a petita i 

a gran escala ha revelat que la naturalesa dels complexos Cu-Crs5 depèn de com s’ha 

dut a terme la seva biosíntesi. Així mateix, i a diferència de quan la proteïna es produïa 

en presència de Cd(II), en aquest cas els pics de MT separats per FPLC mostren 

composicions anàlogues, de manera que s’han caracteritzat conjuntament. 

Els resultats obtinguts en les diferents produccions de Cu-Crs5 (Taula 2.10) 

mostren que en les de petita escala s’obtenen espècies homometàl·liques de Cu, 

mentre que les de gran escala donen lloc a espècies heterometàl·liques Zn,Cu-Crs5. 

 

Cu Cu-Crs5 
(gran escala) 

Cu-Crs5 
(petita escala) 

[proteïna] 
(M) 1.72x10-4 3.22x10-4 

ICP-AES 
Relació 
M/MT 

1.7 Zn 
0.0 Cd 
5.0 Cu 

0.2 Zn 
0.0 Cd 

11.0 Cu 

ESI-MS* 

M9-Crs5 ≈ M8-Crs5 (M) 
M10-Crs5 

M11-Crs5 ≈ M12-Crs5 
M6-Crs5 ≈ M7-Crs5 (m) 

Cu10-Crs5 
Cu9-Crs5 
Cu11-Crs5 
Cu12-Crs5  
Cu13-Crs5 
Cu8-Crs5 

Espectre DC 

 

Taula 2.10.- Resultats de la caracterització dels complexos Cu-Crs5 obtinguts mitjançant 
l’expressió recombinant del gen CRS5 en cultius en medis rics en Cu. 

* Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 

Les mesures de presència d’anions sulfur com a lligands en els complexos 

Cu-Crs5 (article 3) han indicat, una vegada més, la seva absència en ambdós tipus de 

produccions. Així, a petita escala trobem com a espècie majoritària Cu10-Crs5, que 

estaria bastant d’acord amb les dades d’ICP que mostren un contingut d’11 Cu, mentre 

que a gran escala les espècies majoritàries són M8- i M9-Crs5, quan els valors d’ICP 

sumen 7 com a molt. Els espectres de DC d’una i altra produccions són també 



-Resultats i Discussió- 

 - 47 -

característics. Els de gran escala (Zn,Cu-Crs5) són força més intensos que els de 

petita escala (Cu-Crs5) però ni els primers s’assemblen gaire als de les espècies 

heteronuclears de les MTs de mamífer (Zn3Cu7-MT1 o Zn3Cu7-MT4) (Figura 6.C, article 

5) ni els segons als de les homonuclears de Cu de MT4 (Cu10-MT4) (Figura 6.A, article 

5). 

Els resultats aquí exposats suggereixen que la major/menor presència d’oxigen 

en les biosíntesis de Crs5 en E.coli fetes a gran/petita escala és la que determina la 

naturalesa homo o heteronuclear dels complexos metall-MT que s’obtenen. Per tal de 

demostrar la relació entre la presència/absència d’oxigen i la naturalesa 

hetero/homonuclear dels complexos metall-Crs5 obtinguts es varen fer dues noves 

produccions de proteïna a petita escala però en condicions de major oxigenació. La 

primera es va dur a terme emprant dos erlenmeyers de 2 litres amb 0.75 litres de cultiu 

cadascun, als quals s’hi van adaptar uns bombollejadors d’aire domèstics. La segona 

biosíntesi es va realitzar de manera anàloga a la primera però en el moment de la 

inducció per IPTG es van ajuntar els dos volums en un sol erlenmeyer i es va retirar el 

bombollejador, igualant així el volum (1.5 L) i condicions habituals de síntesi a petita 

escala. En totes dues produccions la velocitat d’agitació va ser lleugerament superior a 

l’habitual (260-270 rpm). Les dades obtingudes en ambdues produccions, que es 

recullen a la Taula 2.11, mostren que en tots dos casos s’obtenen espècies 

heteronuclears Zn,Cu-Crs5 i que, per tant, és efectivament l’oxigenació elevada la que 

determina que no es formin complexos homonuclears de Cu. 

Addicionalment, els resultats obtinguts permeten aprofundir una mica més en 

l’efecte de l’oxigen en les produccions de Cu-Crs5 a partir de l’anàlisi dels espectres 

de DC i de les dades analítiques d’aquestes dues darreres produccions respecte als 

de les primeres. De fet, els continguts de Zn i Cu de les espècies bioproduïdes a gran 

escala, la seva estequiometria i els seus espectres de DC són més semblants als de la 

producció en la qual s’ha forçat la presència d’un excés d’oxigen només abans de la 

inducció que als d’aquella en què l’oxigenació s’ha mantingut al llarg de tota la 

producció (Figura 7, article 5). Pel que fa a l’espectre de DC dels complexos metall-

Crs5 obtinguts quan es dóna la màxima oxigenació al medi, cal dir que aquest difereix 

de l’enregistrat per a les espècies heterometàl·liques obtingudes a gran escala però 

que és força proper als obtinguts in vitro en els primers estadis de les valoracions amb 

Cu(I) de Zn-Crs5. De fet, ambdós espectres de DC d’aquestes darreres síntesis poden 

ser reproduïts in vitro valorant Zn-Crs5 amb Cu(I) (vegi’s més avall). 
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Cu 
Cu-Crs5 

(oxigenació important al llarg de 
tota la producció) 

Cu-Crs5 
(oxigenació important abans de 

la inducció) 

[prot.] 
(M) 0.35x10-4 2.05x10-4 

ICP-AES 
M/MT 

2.6 Zn 
0.0 Cd 
2.8 Cu 

1.7 Zn 
0.0 Cd 
5.5 Cu 

ESI-MS* 

M8-Crs5 ≈ M4-Crs5 (M) 
M5-Crs5 

M6-Crs5 ≈ M9-Crs5 
M7-Crs5 

M10-Crs5 (m) 

M8-Crs5 ≈ M9-Crs5 (M) 
M10-Crs5 
M11-Crs5 

M12- ≈ M5- ≈ M7-Crs5 
M6-Crs5 (m) 

Espectre DC 

 

Taula 2.11.- Resultats de la caracterització dels complexos Cu-Crs5 obtinguts mitjançant 
l’expressió recombinant del gen CRS5 en cultius a petita escala en medis rics 
en Cu. 

* Les espècies estan ordenades d’acord amb la seva abundància en solució. (M) representa l’espècie 
majoritària i (m) la minoritària. 

 

Aquests experiments s’han completat amb proves de quantificació de metall 

total (Cu i Zn) en la cèl·lula en medis aeròbics i anaeròbics, de manera que s’ha pogut 

observar que la quantitat de Zn(II) en la cèl·lula és independent del grau d’oxigenació 

mentre que la del Cu total disminueix significativament quan s’ha oxigenat el medi. Així 

doncs, i d’acord amb les dades de la bibliografia, una possible explicació als fets 

observats podria ser que Crs5 es sintetitzés com una Zn-Crs5 i que posteriorment 

intercanviés els ions Zn(II) per ions Cu(I). Donat que una major oxigenació del medi 

(cultius a gran escala) implica una menor quantitat de Cu en la cèl·lula, és més 

probable l’obtenció d’espècies heteronuclears Zn,Cu-Crs5. En canvi, si no es força 

l’oxigenació del medi (cultius a petita escala), hi ha més Cu a la cèl·lula i més 

efectivament pot ser substituït el Zn inicialment coordinat, donant lloc a espècies 

homonuclears de Cu.  

La comprovació del fet que les espècies heterometàl·liques Zn,Cu-Crs5 

obtingudes en medis força oxigenats podien donar lloc a les homometàl·liques 

Cu-Crs5 es va aconseguir in vitro tot addicionant Cu(I) a les primeres, per tal de 

generar les segones. En aquest experiment es va poder veure clarament que el Cu(I) 

afegit a una de les Zn,Cu-Crs5 bioproduïdes a gran escala s’enllaçava lentament a la 
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proteïna, ja que va ser necessari addicionar 1 eq de Cu(I) cada 24 h per tal de poder 

enregistrar espectres que no fluctuessin amb el temps. Així, els espectres de DC 

(Figura 9.A i 9.B, article 5) mostren que cada addició provoca una lleugera variació 

dels espectres, fins que per al 6è equivalent ja s’observa l’empremta característica de 

les espècies homonuclears Cu-Crs5 (Figura 9.C, article 5). 

També s’ha valorat amb Cu(I) la Zn-Crs5 bioproduïda per tal de comparar les 

espècies formades in vitro per desplaçament del Zn inicialment coordinat amb les 

sintetitzades in vivo en medis enriquits en Cu. Així, s’ha pogut determinar que, en els 

primers estadis de la valoració, el Zn(II) és fàcilment substituït pel Cu(I) (Figura S2, 

article 5) per tal de donar lloc, per a 7 eq de Cu(I) afegits, a una mescla d’espècies de 

característiques espectropolarimètriques molt properes a les de les espècies 

heterometàl·liques Zn,Cu-Crs5 obtingudes in vivo en les produccions a gran escala 

(fermentador). Un detall interessant és que abans d’arribar a aquest estadi de la 

valoració, per a 6 eq de Cu(I) afegits, quan Crs5 encara té molt Zn(II) i poc Cu(I) 

enllaçats, l’espectre de DC de la mescla és molt semblant al de la producció feta a 

petita escala en la que s’ha mantingut una oxigenació important durant tota la 

producció (Figura 8, article 5). De 7 a 11 eq de Cu(I) els espectres de DC pràcticament 

no canvien, però és en aquest rang d’equivalents de Cu(I) afegits quan es 

reprodueixen els espectres de DC d’aquelles mostres Zn,Cu-Crs5 biosintetitzades amb 

una oxigenació parcial. A partir d’11 eq de Cu(I) es comencen a obtenir espectres de 

DC semblants als de les espècies homonuclears Cu-Crs5 obtingudes in vivo si bé no 

és fins a 13 eq de Cu(I) afegits que es reprodueixen del tot aquests espectres.  

Els resultats presentats aquí suggereixen que Crs5 podria comportar-se bé 

com una Zn-tioneïna bé com una Cu-tioneïna, tot depenent de les concentracions 

intracel·lulars de Cu que a la vegada estan relacionades amb l’estat d’oxigenació 

cel·lular. Així, en presència d’elevades concentracions de Cu podria col·laborar amb 

Cup1 en l’homeòstasi del Cu, mentre que per a concentracions de Cu convencionals 

seria Cup1 la que desenvoluparia aquesta funció i Crs5 es comportaria com una 

Zn-tioneïna, realitzant hipotèticament altres funcions. Aquests resultats concorden amb 

els obtinguts in silico (Figura 1, article 5), on Crs5 presenta una situació intermèdia 

entre aquelles MTs considerades típicament Cu-tioneïnes i les considerades 

Zn-tioneïnes, si bé amb una proximitat lleugerament superior a les tioneïnes de Zn que 

a les de Cu. 
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3. CONCLUSIONS 
 

El treball realitzat en el marc d’aquesta tesi doctoral ha permès arribar a un 

conjunt de conclusions que s’exposen a continuació agrupades d’acord amb els 

diferents objectius proposats. 

 

3.1 Comportament coordinant d’una nova isoforma de MT de mamífer, MT4 

• MT4 és la primera Cu-tioneïna descrita en organismes superiors (MT1 havia 

estat prèviament classificada com una Zn-tioneïna). Aquest fet, i donada la 

conservació dels residus de cisteïna d’ambdues proteïnes, demostra la 

influència dels residus no cisteínics en la preferència metàl·lica. 

• Les diferències entre MT1 i MT4 en la coordinació a Cd(II) han d’atribuir-se als 

respectius fragments β (βMT1 i βMT4), mentre que les seves diferències a 

l’enllaçar Cu(I) es deuen als seus fragments α (αMT1 i αMT4) 

• MT4 és capaç de formar agregats homometàl·lics de Cu(I) estables en medis 

fisiològics en els quals la proteïna proporciona un entorn de coordinació 

“particular” per al Cu(I). Cap d’aquestes dues característiques es troba en la 

isoforma MT1. 

• Les característiques de MT4 suggereixen una possible funció biològica per 

aquesta MT diferent a la/les de MT1. 

 

3.2 Estudi de la participació de lligands no proteics en els complexos M-MT 

• Els ions clorur tenen una petita participació en l’estabilització de l’estructura 

dels complexos Cd-MT1 però no en la dels complexos Cd-MT4. 

• Totes les espècies recombinants Zn- i Cd-MT estudiades, pertanyents a una 

àmplia varietat d’organismes, contenen lligands sulfur (S2-). Això obre noves 

perspectives, tant estructurals com funcionals, en el camp de les MTs. 

 

3.3 Capacitat coordinant de la MT de pollastre, ckMT1 

• CkMT1 es classifica com una Zn-tioneïna, si bé sembla que pot haver-hi una 

gradació entre el caràcter de Zn- o Cu-tioneïna de les MTs. 

• CkMT1 presenta una capacitat coordinant envers Zn(II), Cd(II) i Cu(I) intermèdia 

entre les descrites per a MT1 i MT4, amb un comportament envers metalls 

divalents més proper al de MT1, però més similar al de MT4 quan enllaça Cu(I). 



-Conclusions- 

 - 54 -

• La presència d’una His en l’extrem C-terminal del fragment αckMT1 confereix a 

la proteïna certes capacitats coordinants especials enfront de Cd(II) que la 

diferencien de MT1 i MT4. Aquesta His no només coordina Cd(II) sinó que és la 

responsable de la formació de dímers mitjançant un procés, fins ara no descrit, 

de dimerització de MTs. 

 

3.4 Capacitat coordinant d’una MT de llevat, Crs5 

• En la síntesi recombinant de Crs5 el grau d’oxigenació dels medis de cultiu 

enriquits en Cu afecta la naturalesa homo- o heteronuclear dels agregats 

M-Crs5, M = Zn(II) i/o Cu(I), que se’n recuperen, obtenint-se espècies 

homometàl·liques Cu-Crs5 si no s’oxigena el medi i complexos heterometàl·lics 

Zn,Cu-Crs5 en presència d’una oxigenació elevada. 

• Crs5 presenta un comportament intermedi entre una Zn-tioneïna i una 

Cu-tioneïna, de manera que podria comportar-se com una Zn-tioneïna en 

situacions de baixa concentració de Cu intracel·lular, mentre que actuaria com 

una Cu-tioneïna en presència de concentracions de Cu significatives. 
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