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1- EL CLONATGE, LA SINTESI
HETEROLOGA I LES
VALORACIONS: Agregats metall-
MT obtinguts in vivo i in vitro

Els agregats estudiats sén sintetitzats
heterologament en E.coli

Els agregats metall-MT que s’han usat en
aquesta tesi han estat sintetitzats de manera
recombinant en E.colii La sintesi s’ha

realitzat en medis de cultiu enriquits en Zn,
Cu o Cd, i els corresponents agregats
metall-MT sén especialment significatius
des d'un punt de vista biologic pel fet
d’haver estat sintetitzats en un ambient i
per mecanismes biologics. Es per aixo que
aquests agregats son anomenats de manera
generica en aquesta tesi agregats metall-MT
“in vivo”, per diferenciar-los dels agregats
formats “in vitro” per reaccions de bescanvi
de metalls partint d’agregats Zn-MT, o per
reconstitucié a partir de peptids MT apo,
com tradicionalment es troba en la
literatura. El procés de sintesi i purificacid
va ésser posat a punt per anteriors
investigadors en el si del grup de treball en
que s’ha desenvolupat aquesta tesi, i estan
descrits  basicament en els articles
Capdevila et al., 1997 i Cols et al., 1997. La
metodologia general d’aquests processos
consta de les segiients etapes:

1) Clonatge del cDNA de la MT a estudiar
en el vector d’expressio pGEX: Mitjancant
PCR, als extrems del cDNA, s’hi afegeixen
dianes de restriccio, merces a les quals
s'inserta el ¢cDNA en el MCS (lloc de
clonatge) del vector. El resultat és un
plasmidi pGEX-MT que conté una pauta de
lectura codificant per a una proteina de
fusié GST-MT. La seqiiencia de cadascun
dels plasmidis és confirmada en tots els
casos per seqiienciacié de DNA.

2) Amb el plasmidi pGEX-MT es
transformen bacteris E.coli BL21. En la fase
de creixement exponencial dels cultius
corresponents, es suplementa el medi de
cultiu amb la sal metallica del metall
desitjat (ZnCl> 300uM, CuSO:  500uM,
ZnCl2 300pM, com a concentracions finals),
i s’indueix la sintesi de la proteina de fusié
GST-MT mitjancant IPTG, ja que la

seqiiencia codificant resta sota el control del
promotor Ptac en el plasmidi pGEX-MT.

Després de 3h de creixement, les cellules
son lisades, i la proteina de fusié GST-MT,
purificada per cromatografia d’afinitat amb
GSH-sepharose. Després de digerir la
proteina recombinant amb trombina, ja que
hi ha un lloc de tall especific a la zona
d’unié GST-MT, la fraccié GST és separada
de la fracci6 MT per una segona
cromatografia d’afinitat amb GSH-sepharose.
La fracci6 que conté la MT és sotmesa
encara a un darrer pas de purificacié per
FPLC (Columna Superdex 75), del que se
n‘obtenen  els  agregats  metall-MT
sintetitzats in wvivo i en puresa i
concentracions adequades per a l'analisi
espectroscopica (Dicroisme Circular, UV-
vis, ICP-AES, espectroscopia Raman,
espectroscopia IR) i espectrometrica
(espectrometria de masses). Totes aquestes
tecniques es comentaran a continuacio.

Posteriorment a la caracteritzacié dels
agregats obtinguts in vivo per als tres
metalls (Zn, Cu i Cd), els experiments in
vitro (basicament per valoracié volumetrica
de les mostres obtingudes in vivo amb
solucions metallliques o acids de
coneguda)
aconseguir més informaciéo sobre els
agregats  obtinguts.  Les
metal-liques es basen en les preferéncies dels
grups tiolat: el Zn(Il) enllacat a les MT es
veura substituit in vitro per Cu(l) o Cd(Il),
proporcionant el que es denomina en
aquesta tesi “agregats obtinguts in vitro”.
L’estudi del procés i de les propietats de les
especies intermedies i finals mitjangant ESI-
MS, DC i UV-vis déna informaci6 sobre la
cooperativitat, canvis estructurals, i altres
caracteristiques del procés de formacié dels
agregats. Quan aquest procés es realitza en
una mateixa cubeta per a dos agregats
metall-MT, rep en aquesta tesi el nom de
covaloracio. Les valoracions amb sulfurs es
realitzen amb una mecanica idéntica a les
valoracions metal-liques, amb la diferéncia
que el que s’addiciona a la mostra sén ions

concentracio permeten

valoracions

de sulfur (S%*). Aquestes valoracions es
poden fer també sobre mostres obtingudes
in vitro. Les valoracions acides es basen en la
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capacitat dels grups tiolat de protonar-se. A
causa d’aquesta propietat, tot i 1'elevada
afinitat dels grups tiolat pels ions metal-lics
aquests darrers poden ésser desplacats del
grup tiolat (RS), generant-se el grup tiol
(RSH), amb la conseqiient alliberacié del
metall de la MT. Mitjangant addicions
paulatines d’acid es va disminuint el pH
d’una mostra que conté agregats metall-MT
fins a pH acids (pH 0.5-1) i es reneutralitza
a pH 7 tot observant l'evolucié de Ila
composicié, i canvis estructurals dels
agregats metall-MT per ESI-MS i DC. Les
valoracions per competicio o demetalacions
es basen en la competicié que s’estableix
entre la MT i un altre agent complexant
dels metalls units a la MT. La concentracié
del complexant competidor respecte la
concentracié de MT va augmentant al llarg
de la valoracid, i s'observa l’evolucié de
I'estructuracio dels agregats (mitjangant
DC). L’agent usat per a les valoracions per
competicid és en aquesta tesi 'EDTA, un
agent complexant de ions divalents, ra6 per
la qual les valoracions per competicid no es
poden fer amb MT que contenen Cu(l)
(monovalent).

Mentre la valoracié metal-lica és una tecnica
experimental usada habitualment per els
grups de recerca en que s'emmarca el
treball experimental associat a aquesta tesi,
la valoraci6 acida, la valoracié amb sulfurs
i la wvaloraci6 per competici6 son
innovacions en el nostre procediment
d’estudi de les MT , que s’han incorporat de
manera rutinaria en els protocols de
caracteritzacio.

2- ESPECTROSCOPIA D’EMISSIO
ATOMICA DE PLASMA
ACOBLAT PER INDUCCIO (ICP-
AES), ANALISI D’AMINOACIDS
I METODE ELLMANN

L’ICP-AES permet saber la concentracid
de proteina i l'estequiometria mitjana
d’unio a metalls

La tecnica d'ICP-AES es basa en Ila
vaporitzaci6é de la mostra i la seva excitacio
a temperatures elevades, quan es forma una
nova fase, anomenada fase plasma. Com a

resultat, cada atom emet a longituds d’ona
caracteristiques, energies que es poden
detectar i quantificar, comparant-les amb
les enregistrades per a mostres patrd
analitzades en les mateixes condicions.

El contingut de S, Zn, Cd i Cu es determina
correlacionant 1’absorbancia de les mostres
a les longituds d'ona de maxima
absorbancia de cada element (S a 182.040
nm, Zn a 213.856 nm, Cd a 228.802 nm i Cu
a 324.803 nm) amb les de rectes patrd
construides per a aquests elements.

El calcul de la concentracié de MT es basa
en la mesura del contingut de S de la
mostra. La Cys i la Met son els unics
aminoacids sulfurats, i per tant, dividint la
concentracié de S per la suma del nombre
de Cys i Met que conté cada molecula de
MT, s’obté com a resultat la concentracié de
MT de la mostra. De la relaci6 entre aquesta
concentracié i la dels metalls (Zn, Cu, i Cd)
se’n dedueix el contingut metal-lic mitja per
molécula de MT. Aquest procediment
descrit inicialment per Bongers et al. (1988),
és usat habitualment en el grup de recerca, i
les lectures es duen a terme en un
espectrometre Polyscan 61E (Thermo Jarrell
Ash), ubicat a les instal-lacions dels Serveis
Cientifico-Tecnics de la Universitat de
Barcelona.

L’acidificacié de la mostra permet detectar
la preséncia de sulfur inorganic i evitar-ne
interferéncies

Tal com es presenta en el capitol 4
d’aquesta tesi, les MT poden contenir sofre
inorganic en forma de sulfur.

L’anié sulfur és sofre en estat reduit (5%),
que en condicions acides genera acid
sulfhidric (H2S), un compost gasds, que, per
tant, es despren facilment de les solucions.
Tal com s’ha comentat. 'ICP-AES, permet
el calcul de la concentracié de MT a partir
de la concentracié de S, en el suposit que
tots els atoms de S pertanyin als aminoacids
de la MT. Aixi dongcs, la presencia d’atoms
de sofre inorganic en una mostra ddna lloc

a una sobreestimacio de la concentracié de
MT en wuna mostra, i per tant,
automaticament, a unes estequiometries
erroniament  disminuides. = Mitjangant
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I'acidificacid6 de la mostra previa a la
mesura d'ICP, s’aconsegueix la perdua dels
ions sulfur de la mostra liquida en forma de
H2S (gas). Per tant, aquest protocol de
tractament de la mostra (anomenat en
aquesta tesi ICPacd) permet obtenir dades
més fiables sobre la concentracié real de la
MT. Per a confirmar la validesa de Ia
concentraci6 de MT determinada per
ICPaid, aquesta s’ha confirmat en alguns
casos per analisi d’aminoacids, que es basa
en la hidrolisi acida de la mostra, la
quantificacié dels aminoacids mitjancant
cromatografia, i l'extrapolacié de la
concentracid dels aminoacids Ser, Lys i Gly
a MT total. Aquests analisis s’han dut a
terme en un analitzador Alpha Plus Amino
Acid Autonalyzer (Pharmacia LKB), ubicat
a les instal-lacions dels Serveis Cientifico-
Tecnics de la Universitat de Barcelona.

El métode d’Ellman permet mesurar la
quantitat de grups tiol d’'una mostra

Els tiolats cisteinics de les MT son sensibles
a l'oxidacid i per aix0 pot ésser util mesurar
la quantitat de grups tiol en estat reduit per
molecula de MT, per tal de determinar aixi
la proporci6 de Cys amb el grup tiolat
oxidat, és a dir, el grau d’oxidacié de la
mostra.

Aquesta determinacio es pot fer a partir de
la reaccié del DTNB (acid 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoic) amb els grups tiolat, ja que,
en presencia de grups tiolat, aquest
compost es redueix donant lloc al dianié 5-
tio-2-nitrobenzoat, TNB?, de color groc
intens, que presenta un maxim d’absorcid a
412 nm. En presencia d'un excés de DTNB,
la formaci6 de TNB?*> és directament
proporcional a la concentracié de grups tiol
— [-SH]o - continguts en la mostra. La
concentracié dels grups TNB?* formats es
mesura per la seva absorcidé a 412 nm en un

espectrofotometre i serveix per a calcular la
concentracié de tiols inicial a la mostra,
mitjangant la féormula:

AAs>= gmns[-SH]o
AAus: Increment d’absorbancia a 412 nm

e1ns: coeficient d’extincié molar del TNB*

En cas que la mostra contingui ions sulfur,
la quantificacié de grups tiol per el metode
d’Ellman es pot veure interferida per
aquests ions, ja que aquests també prenen
part en la reaccié6 (Nashef et al, 1977),
donant lloc a determinacions incorrectes de
les concentracions de grups tiolat, i per aixo
el seu Us en aquesta tesi és restringit.

3- ESPECTROSCOPIES UV I CD

Les tecniques d’absorcié UV-vis i Dicroisme
Circular (CD) permeten detectar diferencies
entre estructures formades per metalls
diferents o per el mateix metall en entorns
de coordinacié diferents, gracies a les
energies caracteristiques
d’aquests metalls quan estan coordinats
amb cada lligand. L'ts d’aquestes técniques

d’absorcio
per a estudiar agregats metall-MT és
habitual en el nostre grup de recerca.

El CD mesura la quiralitat
El CD és una mesura de la interaccio de la

llum  polaritzada circularment amb
substancies Opticament actives (quirals),
que es quantifica mitjangant un parametre
anomenat ellipticitat (0). Les molecules
quirals presenten ellipticitat a diverses
longituds d’ona, depenent de les
caracteristiques dels enllagos que les
formen. Mentre les energies d’absorcié
situades per sota dels 220 nm es poden
atribuir a la cadena peptidica, les bandes
que s’aprecien entre 220 i 400 nm es poden
atribuir a Bandes de Transferencia de
Carrega (BTC) entre els lligands i els
metalls (Kdgi & Kojima, 1987; Vasak, 1991).
En les metalloproteines, la formacid
d’estructures  tridimensionals  metall-
proteina comporta una transferencia de
quiralitat de la proteina al metall
(cromofor), que sera condicionada per la
quantitat i el tipus d’interaccié entre el
ambdds, i comportara un desviament dels
plans de polaritzacié de la llum. L’Apo-MT
(MT demetalada) no té metalls units, i per
tant no presenta quiralitat per sobre de 220
nm (excepcié feta dels aminoacids
aromatics, que si poden presentar lleugeres
absorcions). En canvi, quan la MT es troba
enllacada a metalls (holo-MT), els centres
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metal-lics reben la quiralitat de la proteina i
en funci6 del seu entorn de coordinacid
(nombre, disposicié i identitat dels lligands)
i del tipus de metall que es tracti generen
absorcions de CD entre 220 i 400 nm que
poden variar de naturalesa en funcié del
grau d’estructuracio de l'agregat.

Les absorcions de CD es correlacionen
amb diferents cromofors

El CD es representa sobre 'eix d’abscisses
per les longituds d’ona (energies
d’absorcid), i les intensitats d’absorcié en
les ordenades. L’absorcié mesurada com a
el-lipticitat () es corregeix per Ila
concentracié de proteina i genera aixi el
parametre Ag, que permet comparar els
dicroismes de  diferents  proteines,
mitjangant la férmula:

Ae=0/32970x1x ¢
essent

0= el lipticitat
I= amplada de la cubeta
¢= concentracio de la mostra (M)

Cada tipus de cromofor té unes energies
d’absorcié diferents que es correlacionen
amb les seves caracteristiques, rad per la
qual presenten alteracions dels plans de
llum polaritzada a longituds d’ona
diferents. Aix0 permet
participacio en l'espectre de DC a un tipus

assignar cada

concret d’entorn de coordinacié. Per
exemple, el senyal de coordinacid
tetraédrica dels grups tiol de la Cys amb el
Zn(Il) i el Cd(II) es situa, respectivament, a
240 nm i a 250 nm. Per al Cu(l), en canvi,
s’obtenen diversos senyals situats al voltant
de 260 nm i entre 300 i 380 nm, de més
dificil assignacio. En  general, el
desplagament de longitud d’ona dels
senyals cap a 'ultraviolat s’associa a un pas
de coordinaciéo de geometria tetraédrica a
una geometria trigonal o digonal.

La participacié de lligands exogens en els
agregats pot tenir també efectes en el DC.
En el cas de lligands del tipus sulfur, en
agregats que contenen Zn(Il) s’observen
bandes entre 240 i 260 nm, mentre en

agregats que contenen Cd(II) s’observen
bandes entre 270 i 280 m.

Les absorcions al voltant de 230 i 235 nm es
solen associar a la participacié de ions
clorur (Cl') en agregats metal-lics.

El CD aporta informacié sobre el grau
d’estructuracié

L’efecte de transferéncia de quiralitat de la
proteina al centre metal-lic pot generar dos

tipus de bandes en l'espectre de CD: 1)
Gaussiana: aquesta senyal es manifesta en
forma d’un maxim o un minim en forma de
gaussiana, que té el seu centre situat a la
longitud d’ona que es correspon amb el
maxim d’absorcié del cromofor. 2) Exciton
coupling: En agregats molt estructurats, el
cromofor genera dues gaussianes de signe
contrari i maxims propers, de manera que
al DC s’observa una corba en forma de
derivada (en una forma com la funcid
sinus) centrada al maxim d’absorcid del
cromofor en UV-vis. El tipus de participacio
de cada cromofor configura l’empremta
espectroscopica de l'agregat. Quan al llarg
d’una valoracio, el tipus de participacio i la
forma general de la banda d’absorcié no
canvia, sind6 que només es desplaca de
longitud d’ona, es considera que
I'estructura dels centres quiralment actius
es manté analoga, i que l'agregat pateix
només la substitucié del metall inicialment
coordinat. En canvi, la variaci6 del tipus de
banda indica un canvi d’estructura del
centre quiralment actiu.

La intensitat de l'absorci6 de CD es
relaciona directament amb 1’estructuracié
de l'agregat, ja que un agregat poc
estructurat presenta una menor quiralitat.
Com major és la intensitat de les bandes
d’absorcié de CD, major és la quiralitat de
I'agregat, i, per tant, major és la seva
estructuracid. En general, per l'acoblament
que implica, 'aparicio de l'exciton coupling
es considera simptoma d'un alt grau
d’estructuraci6o. El valor zero en el DC
indica la no transferencia de quiralitat de la
proteina  als  centres  metallics, i
conseqilentment, suggereix l’obertura de
I'agregat, o el que és el mateix, la seva
desestructuracié. Tot i aix0, cal tenir en
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compte que poden existir estructures silents
al CD, en el cas de que coexisteixin en
I'espectre dos senyals que s’anullin
reciprocament.

UV-vis i DC, dues técniques
complementaries

Mentre l’espectroscopia UV-vis permet
detectar i quantificar la incorporacié de
nous metalls en un agregat, I'espectroscopia

CD detecta petites variacions en la
quiralitat de l’entorn de coordinaci6é dels
seus metalls. Per aix0, I’'UV-vis sol molt util
per a tenir informacioé sobre I'entrada i la
sortida de metalls dels agregats, i el CD per
avaluar els seus efectes sobre I'estructuracid
de I'agregat. Les dues tecniques en conjunt
permeten  estudiar i descriure Ia
participacio dels metalls en la formacid dels
agregats i el seu grau d’estructuracio.

Les mesures de CD i UV-vis han estat dutes
a terme, respectivament, en un
espectropolarimetre  Jasco-715 i un
espectrometre UV-vis HP-8453. Aquests
aparells sén ubicats a les instal-lacions dels
Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat
de Barcelona i dels Serveis d"Espectroscopia
de la Universitat Autonoma de Barcelona.

4- 'ESPECTROMETRIA DE
MASSES (ESI-MS, TOF-ESI-MS)

L’espectrometria de masses permet
determinar la massa molecular dels
agregats, i, coneixent-ne la composicié i
estequiometries  mitjanes per  altres
tecniques i donada la puresa de la mostra,
establir quines espeécies metall-MT la
conformen.

L’espectrometria de masses permet
calcular la massa d’'una molécula
mitjancant la ionitzacié de la mostra
L’espectrometria de masses es basa en la
ionitzacié de la mostra i la detecci6 de la
massa molecular de les especies quimiques

que conté, que, un cop ionitzades sén
propulsades diferencialment en funcié de la
seva massa a través d’un analitzador. La
electroesprai (ESI)
s’aconsegueix mitjancant la diferencia de

ionitzacié  per

potencial entre un capil-lar d’entrada de la

mostra i un contraeléctrode, de manera que
la mostra carregada electricament es
vaporitza en forma de gotes
microscopiques. Mitjancant un flux de d'un
gas inert, la mostra és introduida a
I'analitzador. En ser I'ESI una ionitzacié
feble, les mol-leécules de la mostra no
pateixen trencaments i es minimitza la
formacié d’adductes amb el solvent, per la
qual cosa és una técnica de ionitzacid
idonia per a I’analisi d’agregats metall-MT.
Aquest tipus de ionitzacié produeix ions de
carrega multiple, és a dir, per a cada massa
molecular es generen diversos ions
moleculars amb la massa original i un
nombre diferent de carregues. Una vegada
ionitzades, les molécules passen a
I'analitzador. =~ Depenent  del  tipus
d’analitzador, s'usen camps eleéctrics,
magnetics o radiofreqiiencia per a separar
les diferents especies en funcio de la seva
massa i la seva carrega. En aquesta tesi
s’han usat analitzadors del tipus quadrupol
(mitjancant camps electrics) i TOF (de
temps de vol). Els resultats de 1’analisi es
detecten amb un detector, en el nostre cas
amb rangs de lectura situats entre 750 i 2200
Da, depenent del cas. La mostra és injectada
manualment, i transportada per una fase
mobil desoxigenada d’acetat d’amoni o
formiat d’amoni depenent del tipus
d’agregat que ens permet de fixar el pH.
Aquesta tecnica té l'avantatge de requerir
una quantitat de mostra molt petita per fer
I'analisi. Les mesures d’espectrometria de
masses d’aquesta tesi s’han dut a terme dos
aparells, un Fisons Platform II Instrument,
(amb analitzador quadrupol), i un Q-TOF
Ultima Micromass Instrument (amb
analitzador de temps de vol), ambdos
ubicats a les installacions dels Serveis
Cientifico-Tecnics de la Universitat de
Barcelona.

L’espectre de masses és una representacio
de diferents carregues d’una mateixa
massa

Com s’ha esmentat, la ionitzaci6 de la
mostra genera diversos agregats, cadascun
d’ells amb diverses carregues positives.
L’analitzador discrimina els agregats en
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funcié de la seva massa i la seva carrega, de
manera que origina per a cada massa pics
que corresponen a valors (M+Z)/Z, essent
“Z"” el nombre de carregues que ha
incorporat l'agregat i “M” la massa de
l'agregat. Donat que cada agregat pot
incorporar diverses carregues (Z=1,2,3...),
per a cada espécie molecular s’obtindran
diversos pics. Aquests pics provenen tots
d’una mateixa massa, i es representen
automaticament en un grafic en que a l'eix
d’abscisses es presenten els valors (M+Z)/Z
i a l'eix d’ordenades la intensitat de cada
pic. Els pics obtinguts (ordenats de major a
menor, pl, p2, p3, p4 p>5.) es
correspondran als successius estats de
carrega d'una mateixa massa, i per tant, el
valor de M es pot establir solucionant el
segiient sistema d’equacions:

pl=M+Z/Z

p2=M + (Z+1) | (Z+1)
p3=M+ (Z+2) | (Z+2)
pd=M + (Z+3) | (Z+3)
pS5=M + (Z+4) | (Z+4)

Donat que la carrega actua de quocient, i
que els pics es corresponen a carregues
successives, el pic de valor més gran sera el
que tindra una carrega menor, i el pic de
valor immediatament inferior té una unitat
de carrega més que l'anterior, i aixi
successivament.

Un cop resolt el sistema, s’obtindra el valor
de M, la massa de l'agregat. Cal tenir en
compte, pero, que en una mostra, hi poden
haver diversos agregats de diferent
composicié (multiples especies) i, per tant
masses diferents, cadascun d’ells originant
el pics corresponents a les diverses
carregues.

La massa de l'agregat permet establir la
seva estequiometria

L’espectrometria de masses permet calcular
el valor de la massa total de l'agregat (M)
amb exactitud. Restant a aquesta massa la

massa de la MT que estem estudiant, s’obté
“m”, el valor que aporten a la massa total
els metalls units a la proteina. La divisid

d’aquesta massa “m” per la massa atomica

del metall que té unit ens permet establir
amb exactitud quants ions metal-lics hi ha
units a la proteina, és a dir, la seva
estequiometria metall-MT. Quan wuna
especie conté diversos metalls, cal repartir
la massa “m” entre els diferents tipus de
metalls. Per a poder atribuir aquesta massa
a uns metalls o altres, ens hem de recolzar
en les dades que obtenim de les técniques
de ICP-AES i GC-FPD, que quantifiquen,
respectivament, el contingut de metalls i
sulfurs. La suma de les masses dels atoms
units a la proteina ha de donar el valor
exacte de “m”. Tot i que la tecnica permet
distingir perfectament els atoms de Zn dels
de Cd (ja que tenen una massa atomica
molt diferent), donada la semblanga entre
les masses atomiques del Zn i el Cu (65,38 i
63,55 Da, respectivament), en un agregat
que contingui Zn i Cu la técnica no permet
distingir en quina proporcié relativa es
troben. Per aquesta rad, en aquests
agregats, la proporcié entre Zn i Cu es
calcula en referéncia a 1'obtinguda per ICP,
i l'especie calculada per masses s’escriu
com a “Mn-MT”, essent “M” metall i “n” el
nombre total d’atoms. Una dificultat similar
s’observa en intentar distingir la massa dels
ions de Zn i Cu de la massa de dos ions de
sulfur ( 2 x 32,07 Da = 64,14 Da).

Els dimers son  detectables  per
espectrometria de masses, ja que la massa
de la MT es considera el doble de la del
monomer. Les formes dimeriques que
contenen un nombre imparell de ions
metal-lics o que estan carregades per un
nombre imparell de carregues sén
identificables en un espectre de masses, ja
que generen pics caracteristics, absents en
mostres que contenen exclusivament
agregats monomerics. La deteccié de
formes dimeriques de complexos metall-
MT per espectrometria de masses és recent
en la bibliografia (Hathout et al., 2002).

Per a tots aquests calculs és necessaria una
correccio relativa al nombre de protons que
formen part de l'agregat. Tal com proposen
altres autors (Fabris ef al., 1996), per a cada
i6 divalent (Zn(II) o Cd(II)) que forma part
de l'agregat cal restar la massa de 2 protons
al pes molecular del complex, i per cada i6
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monovalent (Cu(l)) cal restar-n’hi un. Un
correccid similar és necessaria en el cas dels
ions sulfur, en que cal sumar dos protons
per i6 sulfur incorporat a I’agregat.

En una mostra amb diverses espécies, la
intensitat dels pics serveix com a mesura
semiquantitativa de la seva abundancia a
la mostra

En els espectres de masses, es poden
observar diferencies d’intensitat entre els
pics corresponents a diferents masses
moleculars, proporcionals a la presencia de
I'espécie quimica que els genera en la

mostra analitzada, de manera que aquestes
intensitats es poden prendre com a
referencia de la proporcid relativa de cada
agregat a la mostra original. En tot cas,
aquesta proporcid es veu afectada per altres
criteris, ja que cada agregat pot presentar
una facilitat diferent per carregar-se -
depenent, entre d’altres coses, del seu grau
d’estructuracié-, i per tant, una facilitat
diferent d’apareixer en el nostre rang de
lectura. Es per aixd que pel que fa a la
proporcié quantitativa de les diferents
especies en una mostra, es distingeix
simplement entre especies majoritaries i
espécies minoritaries, ordenant-les de més
abundants a menys.

5- DETERMINACIO DEL
CONTINGUT EN SULFURS DE
LES MOSTRES METALL-MT

Els procediments que s’expliquen en
aquesta seccio s’han desenvolupat al llarg
d’aquesta tesi per a la caracteritzacio de les
MT, i han estat posats a punt conjuntament
en col-laboraci6 entre Ayelén Pagani, Laura
Tio i I'autor d’aquesta tesi en el mateix grup
de recerca. Malgrat que es presenten de
manera suscinta en el capitol 4, s’ha
considerat adequat ferne aqui una
explicacié metodologica més profunda.

La diferéncia entre ICP i ICPacid, una
aproximacié qualitativa

Com s’ha dit en comentar anteriorment la
tecnica de ICP-AES, l'acidificacié de les
mostres metall-MT provoca Ieliminacio
dels ions sulfur que pugui contenir la

mostra en forma de HoS gasds. Aixi, el
desfas que s’aprecii entre I'ICPaia i I'ICP
convencional d'una mostra reflectira la
presencia de sulfurs, perd no pot servir per
a quantificar-los. Aixo es deu al fet que en
la tecnica d’ICP, el pas dels atoms de fase
vaporitzada a fase plasma pot veure’s
condicionat per l'estat quimic de I'element,
de manera que el pas de fase vaporitzada a
fase plasma pot ser molt més eficient per als
ions sulfur (S*) que per al sofre de les
mostres patrd. Aixo fa que aquestes no
puguin ésser usades com a referencia per a
calcular el contingut total de S (sulfur+Cys-
tiol+Met) de mostres que continguin ions
sulfur, ja que aix0 donaria resultats per
sobre del contingut real.

Per aquesta rao, el contingut de sulfur en
solucio no es pot mesurar com la resta del
contingut de S mesurat per ICP
convencional menys el contingut de S
mesurat per ICPucqd, i el desfas entre ICPs
s’ha de considerar exclusivament una
mesura qualitativa de la presencia de
sulfurs.

La tincié amb nitrat de plata, una mesura
semi-quantitativa

En aquest metode, les mostres que
contenen agregats metall-MT en que es vol

avaluar la preséncia de sulfur es sotmeten a
una acidificacié forta (50% HCI) i sén
immediatament cobertes amb paper de
filtre amarat d’una solucié de nitrat de
plata (AgNOs) i escalfats a 65 °C. Com a
resultat de l'acidificacid, els sulfurs (S*) de
la mostra esdevenen HzS, un acid volatil. En
passar a la fase gasosa, el H2S entra en
contacte amb el nitrat de plata del paper de
filtre provocant la precipitacié de sulfur de
plata d’acord amb la segtient reaccio:

2AgNOs + HzS > AgS +2 HNOs

El sulfur de plata resultant tenyeix el paper
de filtre, cosa que permet detectar-lo a
simple vista. La concentracié aproximada
de sulfurs a la mostra es pot estimar
mitjancant la preparacié de solucions patrd
de Na2S a concentracions creixents, amb
que es segueix un procés analeg al descrit
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per a les mostres. El grau de coloracio fosca
del paper de filtre permet estimar el
contingut en S* de la mostra de la solucid
de MT.

Cromatografia de gasos acoblada a
detector fotomeétric de flama (GC-FPD)

El detector fotometric de flama detecta
compostos que continguin S, i en permet la
seva quantificacid, en funcié d’una recta

patro calibrada en el mateix aparell i
mitjancant el mateix procediment. El seu
acoblament amb un cromatograf de gasos
permet la separacid i identificacio de
compostos volatils de sofre, cadascun amb
el seu temps de retencio.

L’addici6 d’altes concentracions d’acid a
una mostra liquida que conté ions sulfur fa
que aquests es combinin amb els protons i
formin acid sulfhidric (H2S), altament
volatil. Per tant, si aquest procés es fa en un
vial hermetic que després s’escalfa, el gas
sulfhidric generat es manté en 1'espai gasds
del vial (head-space). L’analisi del head-space
per cromatografia de gasos permet la
detecci6 de S per FPD, i la seva
quantificacié a través de l'extrapolacid dels
valors aconseguit per patrons de Na2S
preparats a concentracions creixents i
analitzats per la mateixa técnica.

Les mesures de GC-FPD d’aquesta tesi
s’han dut a terme en un cromatograf de
gasos HP 5890 Series II acoblat a un
detector FPD80 CE Instruments ubicat a les
instal-lacions dels Serveis Cientifico-Técnics
de la Universitat de Barcelona.

La valoracié amb iodur de potassi

El sulfur de sodi usat com a patro per a les
(Naz25-9H-0) és  altament
higroscopic i oxidable en estat solid, i pot
donar lloc a la formacié de poli-sulfurs.
Tant la hidrataci6 com la oxidaci6
provoquen una alteracid dels patrons. Per

mesures

tal de conéixer la quantitat exacta de sulfur
que conté la mostra-patré a usar per les
mesures de GC-FPD s’ha preparat una
mostra-patrd mare la concentraci6 de sulfur
de la qual ha estat determinada per
valoracié amb iodat de potassi. Aquesta és
una valoracié colorimetrica, on la mostra

acidificada es barreja amb una petita
quantitat de iodur de potassi (KI) i mido. El
mido té la propietat que en contacte amb I
doéna lloc a una coloracié blau-violeta.
L’addicio
conegudes de KIOs a aquesta mescla,
resultara en la formacié de Iz, que reacciona
amb els ions sulfur, convertint-los en sofre
elemental i esdevenint de nou I (Fig. 27) Un
cop tot el sulfur ha esdevingut sofre
elemental, el I» format ja no pot revertir a I i
interacciona amb el midd, originant un
color blau-violat apreciable a simple vista.

paulatina  de  quantitats

I0s+5T+6 H > 31 + 3H0
3(S* + . >S50+ 2I)

Fig. 27-Reaccions de formacid i consum de Iz en el
protocol de la valoracié amb iodur de potassi.

La quantitat de KIOs que hagi fet falta
afegir a la mostra per forcar el canvi
d’incolor a color blau indica la quantitat de
sulfur que contenia la mostra inicialment.
Aquest protocol és un dels pocs que
permeten coneixer de manera exacta la
concentracié de sulfur en una mostra patrd
i en el nostre laboratori ha estat
estandarditzat per Ayelén Pagani.

6- ESPECTROSCOPIES
VIBRACIONALS: RAMAN I IR

Les espectroscopies Raman i IR sén
espectroscopies vibracionals

Les espectroscopies vibracionals es basen
en la interaccio entre la radiacio i la materia,
de manera que s'obtenen espectres

vibracionals amb bandes discretes, amb
freqiiencies i intensitats dependents de la
massa dels atoms, la geometria molecular i
la forca de l'unié entre atoms. L’efecte
Raman és un efecte inelastic en que els
fotons d'un laser monocromatic incideixen
sobre la mostra, transferint-li quanta
d’energia. Aquests quanta sén absorbits i
emesos per les molecules que formen la
mostra en forma de diferents d’energies
vibracionals, configurant un espectre
Raman.
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L’espectroscopia Raman permet estudiar
I'estructura i els tipus d’enllacos d'una
molécula

L’esquelet d'un peptid, format per enllagos
peptidics -CO-NH- té associats diversos
modes de vibracié coneguts com a bandes
Amida LILIIL IV, V, VI, VII, A i B. Les
bandes Amida I i III sén visibles facilment
per espectroscopia Raman, i les seves
freqliencies  estan relacionades amb
I'estructura i la conformaci6 de la proteina.
Les bandes de ’Amida I i III es situen en els
rangs de longituds d’ona de 1680 i 1640 nm,
11300 i 1220 nm, respectivament.

c%ﬂ..

Amida IIT
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Fig. 28-Les vibracions principals associades a I’ Amida
Iil’Amida III s6n, respectivament, provinents de
I'enllag C=0 i I’enlla¢ C-N de la cadena peptidica.

Els diferents angles que adoptin els enllagos
de la cadena polipeptidica (), C, ¢, w) estan
relacionats amb diverses estructures
secundaries, i es corresponen amb diferents
ponts del C=O amb I'hidrogen d'un altre
aminoacid. Aquests diferents  ponts
provoquen un desplagament de les
freqliencies dels modes vibracionals de
I'Amida I i II, modes que estan
estandarditzats i permeten identificar les
estructures secundaries presents a la mostra
(a-helix, p-sheet, p-turn, Random Coil,...) (Fig.
28). A longituds d’'ones més baixes,
apareixen altres bandes que s’associen al
pont disulfur, a I'enllag tiolat-metall, al tiol
lliure, a I'enllag sulfur-metall, i a diferents
estats dels aminoacids aromatics, els grups

carboxil i la histidina. L’estudi dels
espectres obtinguts per Raman es veu
complementat per el dels espectres d’IR.
Mitjangant I'IR, s’obté una bona detecci6 de
les bandes Amida I i II, que també tenen
assignades per aquesta técnica diferents
longituds d’ona i intensitats relatives
associades a l'estructura secundaria.

Els analisis d’espectroscopia Raman
presentats en aquesta tesi s’han dut a terme
en un espectrometre Bruker IFS 66, amb un
modul Raman FRA-106. Els analisis
d’espectroscopia IR s’han dut a terme en un
espectrofotometre  Nicolet 5700 FTIR.
Ambdods aparells estan ubicats als
laboratoris del Departament de Bioquimica
“Giovanni Moruzzi” de la Universitat de
Bologna, Italia.
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