Revista de la Societat Catalana de Quimica, num. 23 (2024), p. 35-43 ISSN: 2013-9853 DOI: 10.2436/20.2003.01.152
Filial de I'Institut d'Estudis Catalans https://revistes.iec.cat/index.php/RSCQ

Disseny de metal-lopeptids: la combinacio de computacio

| experiments per arribar a la racionalitzacio
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Resum: Els metal-lopéptids son seqiiéncies d'aminoacids curtes combinades amb un centre metal-lic de forma que reuneixen
les capacitats catalitiques de I'id amb la selectivitat i la compatibilitat biologica de la biomolécula. Tot i que s'han aplicat en
camps com la biomedicina, encara presenten alguns reptes en relacio amb el seu us, com ara |'assoliment d'un disseny racional
o la millora de I'estabilitat en el medi cel-lular. Aquest treball descriu un protocol computacional integral combinat amb la
sintesi i la caracteritzacio experimental per aconseguir el disseny d'un sistema catalitic que uneixi la versatilitat del Pd(Il) com
a centre metal-lic amb I'estabilitat del domini WW.

Paraules clau: Metal-lopéptid, disseny racional, quimica computacional, sintesi en fase solida de péptids (SPPS).

Abstract: Metallopeptides are short amino acid sequences with a metallic center, combining the catalytic capacity of the ion
with the selectivity and biological compatibility of the biomolecule. Although they have been applied in such fields as bio-
medicine, their use still poses some challenges, e.g. achieving their rational design or the improvement of their stability in the
cellular medium. This article presents an integrative computational protocol combined with synthesis and experimental char-
acterization to design a catalytic system joining the versatility of the Pd(l]) metal ion with the stability of the WW domain as
biological scaffold.

Keywords: Metallopeptide, rational design, computational chemistry, solid-phase peptide synthesis (SPPS).

Introduccio organica [3, 4]. En conseqiiéncia, aquests sistemes poden ser
molt interessants en camps com la biomedicina o la industria
Is metal-lopéptids son biomolécules que com- quimica, tot i que encara hi ha reptes per solucionar a I'hora
binen la reactivitat d'un i6 metal-lic amb I'es- de fer-los servir a I'interior de la cél-lula [5, 6].
tructura d'una sequliéncia curta d'aminoacids i
obtenen aixi la capacitat de catalitzar reac- Un dels problemes que cal resoldre té a veure amb la bioorto-
cions quimiques en condicions biologiques gonalitat, que €s la capacitat de dur a terme reaccions quimi-
[1, 2]. D'aquesta manera, es pot aconseguir una ques en un entorn biologic sense interferir amb altres trans-
funcionalitat semblant a la dels enzims, pero formacions que puguin tenir lloc a la vegada, i que s'ha de
en sistemes més senzills, controlables i modificables, ja que poder garantir [7, 8]. Addicionalment, la gran quantitat d'es-
les reaccions accessibles son molt variades depenent del me- pecies quimiques presents a la cel-lula també pot interferir
tall. Concretament, els metalls de transicié generen molt d'in- amb la reactivitat del nostre sistema i inactivar-lo [9, 10].

terés, sobretot el pal-ladi, per la seva aplicabilitat en la sintesi
Per aixo, entre els aspectes de desenvolupament més recents
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Esauema 1.

Reaccid de despropargilaci6 de la sonda fluorogénica HBTP', catalitzada per complexos de Pd(ll). Imatge

reproduida de S. Learte-Avmami et al., «De novo engineering of Pd-metalloproteins and their use as intracellular catalysts»,
JACS Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

entorn concret. Una de les eines que ens permet accedir a
aquest tipus d'informacio és la modelitzacio molecular mit-
jancant computacio. Depenent del nivell tedric emprat, podem
simular i entendre els sistemes des de perspectives centrades
en la reactivitat o en I'estructura, i aixi dirigir i/o simplificar
experiments o interpretar resultats [11, 12].

En aquest treball s'ha partit d'investigacions recents del grup
de M. Eugenio Vazquez i José L. Mascarefas [13], mitjancant
les quals han trobat un metal-lopéptid el-liptic mantingut per
la uni6 d'un i6 de pal-ladi a dos residus d'histidina que pot ca-
talitzar una reaccio de despropargilacio d'una sonda fluoroge-
nica en cél-lules (esquema 1). Malauradament, aquest experi-
ment no és factible si la incubacio del metal-lopeptid és previa
a la de la sonda, la qual cosa possiblement indica la inactiva-
cio6 del catalitzador en el medi cellular. Busquem poder apli-
car el disseny racional guiat per computacio per trobar un
sistema més estable i que ens permeti accedir a aquesta

Ficura 1. Context del treball: metal-lopéptids amb residus d'histidina per
coordinacid de pal-ladi en treballs anteriors (a) i en aquest treball (b). Imatges
reproduides de S. Learte-Aymawmi et al., «De novo engineering of Pd-metalloproteins
and their use as intracellular catalysts», JACS Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia
Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://creativecommons.

org/licenses/by/4.0/).

transformacio dins d'un entorn biologic com és la cel-lula
(figura 1).

La nova infraestructura biologica seleccionada per a aquest
treball ha estat el domini WW, una seqliéncia de trenta-tres
aminoacids amb una configuracié coneguda molt estable de
triple cadena 3 que apareix en moltes proteines de forma na-
tural [14, 15]. Aquest péptid curt, compacte i estable és un
model ben conegut en estudis d'enginyeria proteica; a més,
presenta una cara concava d'interés en qué el centre catalitic
pot tenir un ambient més controlat i protegit un cop entri a la
cellula.

Resultats

Disseny i prediccio

Per al disseny del metal-lopéptid basat en el domini WW, es va
partir d'una seqiiéncia prototipica desenvolupada pel grup de
Maria J. Macias (PDB 1EOM) [16] a |a qual es van afegir una
série de canvis per tal de fer-la més accessible sintéticament.
Aixi, es va obtenir el peptid de referéncia, anomenat WWO,
sense cap mena de residu que pogués interaccionar amb me-
talls (figura 2a).

Per definir els mutants amb les histidines coordinants, es

va dur a terme un estudi amb el programa BioMetAll [17].
BioMetAll és una eina desenvolupada pel grup de Jean-Didier
Maréchal que prediu llocs d'unio de metalls en péptids i en
proteines, basada Unicament en elements estructurals, a dife-
réncia del que succeeix en programes més comuns, que par-
teixen de la seqiiéncia. Entre d'altres funcionalitats, permet
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Ficura 2.  a) Seqiiéncies del WW, amb el péptid de partida TEOM i els mutants
dissenyats. Les histidines (His) coordinants estan representades en negreta. Els noms
dels péptids s'han triat segons la posici6 de les His mutades. b) Vista superior

(a I'esquerra) i lateral (a la dreta) del péptid de partida 1EOM, amb les posicions
d'introduccio de les His assenyalades. Les millors, segons BioMetAll, son les indicades
en verd. La numeracio correspon a I'estructura del PDB 1EOM. Imatges reproduides
de S. Learte-Avmami et al., «De novo engineering of Pd-metalloproteins and their use
as intracellular catalysts», JACS Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia Creative
Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

identificar quines posicions en I'estructura poden ser optimes
per mutar-les a residus coordinants d'interés.

En aquest cas, es van comparar les millors posicions de mu-
tacio per a un total de dotze estructures de WW diferents;
s'hi inclogueren quatre estructures del PDB (1EOM, 1EON,
1EOL i 1ZR7) i captures dels dos clusters més representatius
d'una dinamica molecular (MD, de molecular dynamics) curta
dels sistemes 1EOM, 1EON, 1ZR7 i del peéptid de referéncia,
WWO.

El programa identifica diverses posicions en una area propera
al gir entre la primera i la segona fibra f3, aixi com alguns resi-
dus a la part central del péptid. Per tal de provar la validesa
del programa, se seleccionen tres mutants amb combinacions
d'histidines en posicions trobades per BioMetAll i tres amb
combinacions en el costat contrari, de manera que en total
s'obtenen sis mutants a part del peptid de referéncia, WWO
(figura 2).

Es van modelitzar els mutants nous i, un altre cop amb Bio-
MetAll, es van avaluar els nous llocs de coordinacid creats. Es
van trobar dues arees principals de coordinacio per a algunes

seqliencies, una amb les histidines introduides i una altra amb
diferents residus no desitjats, fet que ens va permetre filtrar
mutants que podrien ser menys efectius. Aixi, els millors can-
didats son les seqtiéncies WW13/19 i WW21/23.

Per comprovar la viabilitat d'aquests mutants, es va preparar
una MD classica per a cadascun a fi de relaxar les seqiiencies
noves, després d'un estudi d'acoblament, coordinant I'i6 de
Pd(ll) a diferents fotogrames trets de les dinamiques per tal de
garantir que la coordinacio fos possible [18, 19, 20].

Sintesi, coordinacio i catalisi

La sintesi dels peptids sequeix el protocol estandard de sintesi
en fase solida (SPPS, de solid-phase peptide synthesis) assisti-
da per microones amb |'estratégia Fmoc/tBu [21, 22]. Després
es purifiquen amb cromatografia liquida d'alta resolucio
(HPLC, de high-resolution liquid chromatography) de fase in-
versa i es confirma la seva identitat per HPLC acoblada amb
espectrometria de masses amb ionitzacio per electroesprai
(HPLC-MS(ESD).

La coordinacio amb el metall es realitza amb el complex
Pd(COD)CI, en aigua amb una relacié 1:1 durant una hora i
s'analitzen els resultats amb HPLC-MS(ESI).

El péptid de referéncia, WWO, no va mostrar cap senyal nou
que indiqués formacio d'un complex amb Pd, pero la resta de
mutants amb dues His si. El péptid de control amb una sola
His (WW19) tampoc no es va coordinar amb el metall, la qual
cosa indicava la necessitat de coordinacio bidentada.

Per avaluar I'activitat catalitica dels metal-lopéptids in vitro,
es van preparar un altre cop els metal-lopéptids i es van incu-
bar amb la sonda propargilada, que té una emissié de fluo-
rescéncia molt baixa, durant vint-i-quatre hores de reaccid a
37 °C. La quantificacid del producte despropargilat —i ara si,
fluorescent— per HPLC-MS(ESI) va indicar que els mutants
WW13/19 i WW21/23 son els que tenen més activitat cata-
litica, dada que coincideix amb les prediccions computacio-
nals (figura 3). Atés que, dels dos, el WW13/19 mostrava una
activitat lleugerament superior i una estructura més interes-
sant, ja que tenia les mutacions en fibres diferents, es van
continuar els experiments amb aquest mutant exclusiva-
ment.
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Ficura 3.  Catalisi in vitro dels péptids WW. a) Incubaci6 durant 1 h de 200 pm de
sonda amb solucions 20 um de cada péptid, amb Pd(COD)CI, 1:1. En gris fosc, els
controls amb Pd(COD)CI, i amb el péptid de referéncia, WWO. b) Es mostra el mateix
experiment, pero centrifugat amb filtres Amicon de 3 kDa per eliminar I'excés de
Pd(COD]CI2 lliure. Imatges reproduides de S. Learte-Avmawmi et al., «De novo
engineering of Pd-metalloproteins and their use as intracellular catalysts», JACS

Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia Creative Commons Attribution 4.0 International
(CC BY 4.0) (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Internalitzacid i activitat catalitica a la cél-lula

Per a I'estudi d'internalitzacio a la cél-lula dels sistemes, es

va sintetitzar el péptid WW13/19 etiquetat amb tetrametilro-
damina (TMR), un marcador estandard en el sequiment per
microscopia fluorescent [23]. Els experiments es van fer en
cel-lules Hela, incubant durant 1 h tant el péptid com el me-
tal-lopéptid. Observant les cél-lules incubades amb microsco-
pia i després quantificant la internalitzacio per citometria cel-
lular, es va comprovar la preséncia dels dos sistemes a dins la
cél-lula. A més, el WW13/19[Pd(Il)] va mostrar una millor in-
tegracio que el péptid sense metall (figura 4a).

Un cop al medi intracel-lular, es va comprovar la capacitat ca-
talitica del pal-ladopéptid incubant cel-lules Hela primerament
amb la sonda protegida i després amb WW13/19[Pd(I1]].
Aquest experiment es va repetir també invertint I'ordre d'in-
cubacio. En ambdds casos, el seqguiment de I'emissio de fluo-
resceéncia del producte despropargilat va indicar que la catali-
si havia tingut lloc. Es important mencionar que ni el WWO ni
el control amb una sola His WW19 no van mostrar cap for-
macio de sonda despropargilada al medi cel-lular. D'altra ban-
da, es va poder calcular que el nombre de recanvi (TON, de

turnover number) del sistema és 9, la qual cosa confirma I'ac-
tivitat amb diversos cicles catalitics del pal-ladopéptid (figu-
ra 4bi4c [24, 25].

Analisi estructural

Per tal de caracteritzar I'estructura exacta del metal-lopéptid
esvan dur a terme experiments i calculs diversos.

Primerament, es van realitzar estudis de dicroisme circular
(CD, de circular dichroism) de tots els péptids sense pal-ladi i
amb pal-ladi per identificar canvis en I'estructura després de
la coordinacid del metall. Per altra banda, es van portar a ter-
me estudis de ressonancia magnética nuclear (NMR, de nu-
clear magnetic resonance) de proto dels péptids WWO i
WW13/19 sense metall i amb metall a fi de caracteritzar la
coordinacio i identificar I'estructura corresponent.

L'experiment de CD per al WWO va mostrar senyals caracte-
ristics del plegament de tipus triple filament 3 [26], aixi com
per a la resta de mutants sense coordinar, pero en alguns ca-
sos va haver-hi modificacions en I'espectre del pal-ladopéptid,
la qual cosa suggereix que el plegament inicial no era complet
o estable sense I'id metal-lic.

Els espectres de NMR de WWO van mostrar bona dispersio
dels pics. Aixo indicava una estructura estable amb un plega-
ment definit, que es va mantenir en afegir-hi el Pd(COD)CI,
sense produir cap canvi, fet que mostrava que no hi ha coor-
dinacio amb el péptid de referéncia. Pel que fa al WW13/19,
no va presentar gaire dispersio dels pics, la qual cosa indicava
que €s un péptid sense estructura definida, si bé amb el com-
plex de pal-ladi es va recuperar la dispersio, fet que implica
que el plegament és dependent del metall (figura 5).

Per entendre la coordinacié exacta del metall amb les histi-
dines, es van realitzar optimitzacions DFT [27] de les diver-
ses possibilitats segons quin N de la histidina estigués inte-
raccionant amb el pal-ladi i es va trobar una diferéncia
energética inferior a 2 kcal entre les alternatives (figura 6b).
Aixo indica que les geometries podrien variar sense gaire
cost energetic.

Es va efectuar un estudi amb dinamiques moleculars acce-
lerades (GaMD, de Gaussian accelerated molecular dynamics)
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Figura 4. Internalitzacio i catalisi in cellula. a) Microscopia fluorescent de cél-lules HeLa amb solucions 5 pm dels péptids WW13/19 (a dalt) i
WW13/19[Pd(I)] (a baix). b) Microscopia fluorescent de cél-lules HeLa incubades amb 50 pm de sonda durant 30 min i rentades amb PBS, incubades
durant 1 h amb: Pd(COD)CI, (part superior esquerra), tots dos Pd(COD)CI, amb el péptid de control WW19 (part superior dreta) i WW13/19[Pd(II)] (part
inferior esquerra); a la part inferior dreta, 'experiment s'ha realitzat inversament, incubant les cél-lules primer amb WW13/19[Pd(Il)] i després amb la
sonda. Per a tots els casos, intensitat d'emissié mesurada a 635 nm per irradiacié a 330 nm. ¢) Quantificaci6 de I'emissi6 intracel-lular de la sonda
despropargilada. Imatges reproduides de S. Learte-Avmami et al., «De novo engineering of Pd-metalloproteins and their use as intracellular catalysts»,
JACS Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Fiura 5. A l'esquerra, espectre 'H NMR del péptid de referéncia WWO (negre) i el mateix després d'afegir-hi
Pd(COD)CI, (vermell). A la dreta, la mateixa representacio per al peptid WW13/19. Es pot veure que el péptid
WW13/19 lliure es troba gairebé sense plegament (negre) i només té una ressonancia per al grup indol (assenyalat
amb la creu doble). L'addici6 del metall (vermell) indueix el plegament tipic de WW, amb dues ressonancies
corresponents als triptofans (punts negres). A més, apareixen senyals a ~13 ppm deguts als protons H, dels

residus d'histidina (diamants). Imatges reproduides de S. LearTe-Avmawmi et al., «De novo engineering of Pd-
metalloproteins and their use as intracellular catalystsn, JACS Au, 4 (7) (2024), sota una llicéncia Creative
Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0) (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

[28] per tal de reflectir I'exploracio de I'espai conforma- la doble i triple fibra B caracteristica també dels dominis
cional accessible per als sistemes, reproduint el compor- naturals (figura 6a). Aquesta conducta de menor rigidesa
tament observat als espectres de NMR: el peptid WWO estructural que presenta el péptid sense metall podria estar
va mantenir |'estructura de triple fibra §, mentre que relacionada amb el fet que la internalitzacié a la ceél-lula

el WW13/19 la va perdre i, en afegir el metall en el sigui molt més favorable per al pal-ladopéptid, que té una

WW13/19[Pd(l1)], es va mantenir una alternanca entre estructura definida. ..39
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Ficura 6.  a) Evolucio de la distancia entre fibres 3 durant les trajectories de GaMD
per als sistemes WWO0, WW13/19 i WW13/19[Pd(lI)]. Distancies mesurades entre el
Co del residu central de cadascuna de les fibres: Glu8-Tyr18 (negre) i Tyr18-Ser26
(vermell). El WW13/19 presenta més flexibilitat i perd I'estructura al llarg de la
simulacio, mentre que el metal-lopéptid manté les dues primeres cadenes fixes i

la tercera molt estable. b) Formes de coordinacio representades amb nivell DFT

i les seves energies de Gibbs relatives per al complex Pd(His),COD. ¢) Model del
metal-lopéptid WW13/19[Pd(I1)] resultant de la combinacié d'experiments i models.
Imatges reproduides de S. Learte-Avmami et al., «De novo engineering of Pd-
metalloproteins and their use as intracellular catalystsn, JACS Au, 4 (7) (2024),

sota una llicéncia Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0)
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Conclusions

Amb aquest treball s'ha aconseguit dissenyar un metal-lopép-
tid funcional per a la catalisi de reaccions de despropargilacio
a dins de cel-lules. S'ha de tenir en compte I'avantatge de la
sintesi del sistema, ja que el muntatge in vivo de metal-loen-
zims procedents de proteines expressades pot ser molt com-
plex. La sinergia entre experiments i estudis teorics ha estat
crucial tant en el disseny com en la caracteritzacio del siste-
ma, i ha permes tenir-ne un coneixement més detallat. A més,
proporciona una prova de concepte per a un protocol de tre-
ball en diferents sistemes que inclouen metalls.
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